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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sg honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami biedéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrotéw i popra-
wek nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
podsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢é napisany
jednostronnie, z podwdéjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autordw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdzialy w teks$cie nalezy oznaczyé numeracjg rzymska a podroz-
dzialy — arabska. Tytuly nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W tekscie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w tek$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zalgcznik nalezy dotaczyé na odzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks-
cie np. Tablical, Wzoérl, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zataczniki nalezy oznaczy¢
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tres¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisaé
na maszynie nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczyé¢ ,,gére” i ,,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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Post. Blochern. 14, 3—25 (1968)

NINA WOLOSOWICZ*, LEOKADIA JAROSZEWICZ **
STEFAN NIEWIAROWSK] ***

Biochemia uktadu fibrynolitycznego osocza krwi
The Biochemistry of Fibrinolytic System of Blood Serum

The activation and inhibition of fibrynolytic system as well as some physiological
aspects of fibrynolysis are discussed.

Proteolize fibryny we krwi lub roztworach pod wptywem enzymow
obecnych w osoczu okre$la sie mianem fibrynolizy. Na fibrynolityczne
i proteolityczne wasciwosci krwi zwrocono uwage pod koniec XIX wieku.
W roku 1893 D astre (74) zauwazyt, ze skrzepy krwi mogag by¢ uptyn-
nione przez niektore paciorkowce, a 10 lat p6zniej Delezenne i Po-
ze rski (77) opisali zjawisko hydrolizy kazeiny i zelatyny przez suro-
wice krwi. W tym samym czasie Hedin (96) frakcjonujgc biatka
surowicy za pcmocg siarczanu amonu stwierdzit we frakcji globulinowej
obecno$¢ proteazy silnie trawigcej pepton, za$ we frakcji albuminowej
obecno$¢ inhibitora hamujgcego dziatanie tego enzymu. W roku 1908
Nol f (181) wysunat poglad, ze fibrynoliza jest spowodowana dziataniem
czynnikéw proteolitycznych, ktdry nie zostat wéwczas powszechnie przy-
jety. W latach 1922—1937 fibrynolizg zajmowat sie polski badacz R o-
ze nma nn (211, 213), ktory poruszyt zagadnienia jej fizjologicznej roli,
jej zwiazku z krzepnieciem Kkrwi oraz roli inhibitoréw fibrynolizy.
Uwazat on, ze uktad fibrynolityczny osocza sktada sie z enzymu —*
trcmbolizyny i z inhibitora — tromboliginy. W latach 1929—1936
rosyjscy badacze Bogomotowa, Kartawowa (47) i Yudin
(252) stwierdzili duzg aktywnos$¢ fibrynolityczng we krwi os6b zmartych

* Dr, st. asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademi Medycznej w Biatym-
stoku.

** Dr, adiunkt Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Biatym-
stoku.

*** Doc. dr med. kierownik Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
w Biatymstoku.

Wykaz uzywanych skrétéow: SK — streptokinaza, EACA — kwas e-amino-
kapronowy, TAMe — ester metylowy tosyloargininy, LEe — ester etylowy lizyny,.
AMCHA — kwas 1,4-aminometylocykloheksanokarboksylowy, PAMBA — kwas
p-aminometylobenzoesowy, SBTI — inhibitor trypsyny z soji, ITT — inhibitor tryp-
syny z trzustki.
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Smiercig nagtag. W roku 1933 Tillet i Garner (235) wyodrebnili
z przesgczu hodowli paciorkowcow streptokinaze, substancje powodu-
jaca fibrynolize skrzepdw. Jednak dopiero w latach czterdziestych
Milstone (163), Kaplan (115) oraz Christensen i Mac
Leod (62) wyjasnili, ze streptokinaza nie ma witasciwosci fibrynolitycz-
nych, powoduje natomiast aktywacje plazminogenu. Aktywacja prze-
ksztatca nieczynny plazminogen w czynny enzym proteolityczny — plaz-
mine, ktorej zasadniczg funkcjg jest rozpuszczanie skrzepéw osocza krwi.
Plazmina powoduje hydrolize fibrynogenu, fibryny i niektorych innych
biatek osocza krwi. Trawi ona takze kazeine i zelatyne (220) oraz estry
lizyny i argininy (145, 208, 238). Niektére biatka, na przyktad kolagen,
nie sa trawione przez plazmine (128). Plazminogen moze byé aktywo-
wany do plazminy przez rézne aktywatory in vivo i in vitro. Aktywnosé
proteolityczna i fibrynolityczna plazminy jest hamowana przez szereg
roznych inhibitorow. Istniejg réwniez swoiste inhibitory aktywacji plaz-
minogenu na przyktad kwas £-aminokapronowy (EACA).

Uktad fibrynolityczny wraz z jego aktywatorami i inhibitorami przed-
stawiono na rysunku 1

Plazminogen mozna oznacza¢ posrednio aktywujagc go do plazminy

Plazminogen
Plazminogen EACA
(Proaktywator) Urokinaza
| EACA
Streptokinaza — | Stafyloktnaza
1EACA 1
Aktywator tkankowy
| EACA | | EACA |
Aktywator U\
Plazmina
| EACA
QzD
Proteoliza Fibrynoliza

Fibrynogenoltza

Rys. 1. Uktad fibrynolityczny osocza. Na schemacie uwzgledniono dziatanie inhi-
bitoréw fibrynolizy: kwasu e-aminokapronowego (EACA) i inhibitora trzustkowego
trypsyny (ITT)

Definicje i synonimy: Plazmina — fibronylizyna — aktywna forma proteazy krwi. Plazmino-
gen — profibrynoliza — prekursor plazminy. Aktywatory plazminogenu — czynniki dzialajace
bezposrednio na plazminogen, zmieniajace go na czynna plazmine. Proaktywator — substancja
reagujaca ze streptokinaza, w wyniku czego powstaje aktywator plazminogenu. Proaktywa-
tor jest prawdopodobnie identyczny z plazminogenem. Inhibitory — substancje hamujace
konwersje plazminogenu na plazmine lub dziatanie plazminy na fibrynogen i fibryne.
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i oznaczajac jej aktywnos$¢ fibrynolityczng, proteolityczng lub estera-
zowg (zaleznie od uzytego substratu). Miarg aktywnosci plazminy,
plazminogenu, aktywatoréw i inhibitorow jest najczesciej czas lizy
fibrynowego skrzepu. Mozna mierzy¢ czas lizy skrzepu rozciefczonej
peinej krwi (43) lub osocza (86) wzglednie czas fibrynolizy euglobulin
osocza (118, 134). Stosuje sie takze pomiar powierzchni strawionego pola
fibryny na ptytkach fibrynowych (21, 144), spektrofotometryczne ozna-
czenia fibrynolizy (240) i technike tromboelastograficzng (99, 117). Mimo
mniejszej swoisto$ci kazeiny jako substratu, szeroko stosowana jest,
zwilaszcza do oceny oczyszczonych preparatéw, metoda kazeinolityczna,
powtarzalna i doktadniejsza od metod fibrynolitycznych. Szybkos$¢
hydrolizy kazeiny jest proporcjonalna do zawarto$ci plazminy. Miarg
aktywnosci jest ilos¢ produktéw hydrolizy rozpuszczalnych w kwasie
trojchlorocctowym. llosé uwolnionych peptydéw mozna oznaczaé kolory-
metrycznie lub spektrofotometrycznie, najczesciej przy uzyciu odczyn-
nika Folin-Ciocalteau reagujacego z tyrozyng. Istnieje wiele modyfikacji
metody kazeinolitycznej .(15, 78, 85, 97, 109, 162, 167, 170, 200, 218, 243).

Do oznaczania aktywnos$ci plazminogenu i plazminy stosuje sie takze
syntetyczne substraty jak estry argininy i lizyny (208, 238). Esteroli-
tycza aktywno$¢ plazminy nie jest jednak réwnolegta do aktywnosci
proteolitycznej (154). Inne enzymy na przyktad trombina takze posiadaja
aktywnos$¢ esterazowga. Esterazowej metody mozna uzywaé w badaniach
kinetycznych jedynie oczyszczonych uktadow (220).

I. Preparatyka plazminogenu i plazminy

Plazminogen jest biatkiem wytrgcajacym sie we frakcji euglobuli-
nowej z rozcienczonego osocza w pH 5,3 lub przy 30% nasyceniu siar-
czanem amonu z osocza nierozciericzonego. Okoto 20 lat temu uzyskano
z osocza i surowicy krwi czeSciowo oczyszczone preparaty plazminogenu
0 niskiej swoistej aktywnos$ci (81, 152, 210). W 1949 roku Remmert
1 Cohen (200) otrzymali 136—165-krotnie oczyszczony preparat plaz-
minogenu z osocza krwi ludzkiej, stosujac precypitacje w pH 53
i adsorpcje na kaolinie. Obserwujgc zachowanie sie preparatow plazmi-
nogenu w czasie oczyszczania wyrazili oni przypuszczenie, ze plazmino-
gen ma tendencje do koprecypitacji z innymi biatkami, co moze znacznie
utrudnia¢ jego oczyszczenie. Tendencja do koprecypitacji wyraznie spada
przy niskich wartosciach pH, przy ktorych ludzki plazminogen jest roz-
puszczalny i dosy¢ stabilny. Metode opartg na ekstrakcji plazminogenu
0,2N H2S04 z 11l frakcji Cohna opracowali Christensen i Smith
(63) uzyskujgc 250-krotnie oczyszczony preparat. Ulepszyt jg Kline
(123), uzyskujac 425-krotny wzrost aktywnosci preparatow plazminogenu
w poréwnaniu z surowicg. Metoda Kline’a byta przez wiele lat standar-
dowg metodg otrzymywania wysoko oczyszczonych preparatéw ludzkiego
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plazminogenu; opublikowano wiele jej modyfikacji (66, 94, 184, 218, 224).
Uzyskiwane preparaty byty stabo rozpuszczalne w pH 4 do 9, prawdo-
podobnie w wyniku denaturujgcego dziatania stosunkowo silnego kwasu
(pH 2) lub zasady (pH 11) stosowanych podczas preparatyki.

Do oczyszczania plazminogenu prébowano stosowac i inne metody na
przyktad metode frakcjonowania rivanolem (231). Alkjaersig i wsp.
(14) i Hagan (95) opisali wptyw réznych w-aminokwaséw na rozpusz-
czanie plazminogenu w pH 55. Wykorzystujgc ich obserwacje Kline
i Fishman (125) zmodyfikowali oryginalng metode Kline’a (123)
stosujac wytragcanie biatek zanieczyszczajacych plazminogen w pH 55
w obecnosci lizyny i uzyskali preparaty o wyzszej specyficznej aktyw-
nosci i wyniki bardziej powtarzalne.

Wallen i Bergstrom (242) zastosowali chromatografie na
DEAE-celulozie do oczyszczania plazminogenu uzywajgc do elucji plaz-
minogenu z kolumny buforu zawierajagcego lizyne lub EACA. Uzyskany
produkt byt rozpuszczalny w obojethym pH. Metode te zmodyfikowat
Wallen (243, 244) wprowadzajac frakcjonowanie metanolem i siar-
czanem amonu w pH 4,0. Cze$ciowo oczyszczone preparaty plazminogenu
chrcmatografowano nastepnie na kolumnie z CM- lub TEAE-celuloza.
Preparaty po TEAE-celulozie saczono przez kolumne Sephadex G-200
uzywajac buforu octanowego o pH 45. Derechin i wsp. (79) wy-
mywali plazminogen z kolumny z DEAE-celulozg buforem zawierajgcym
lizyng, a Cohly i Shulman (67) stosowali w tym celu 0,04M octan
amonu z 0,01M lub 0,056M roztworami lizyny. Do elucji plazminogenu
z kolumny stosowano takze 6M mocznik w obecnos$ci buforu fosforano-
wego i lizyny. W tych warunkach odzyskiwano catkowicie biatko, jednak
aktywnos¢é witasciwa uzyskanych frakcji byta niska.

Alkjaersig (17) opisata dwie metody oczyszczania plazminogenu
ludzkiego: na kolumnie z DEAE-celulozg i z DEAE Sephadex. Aktyw-
no$¢ preparatdéw uzyskanych drugg metoda byta nieco wyzsza i wyno-
sita od 180 do 230 jednostek kazeinowych na mg tyrozyny. Preparaty
te w pordwnaniu z preparatami otrzymanymi przez kwasng ekstrakcje
byty lepiej rozpuszczalne w obojetnym pH i bardziej stabilne. Porow-
nanie witasnosci fizycznych tych preparatow sugeruje, ze zaleznie od
uzytej metcdy wyodrebniania plazminogenu, moze on wystepowac
w trzech strukturalnych formach.

Wysoko oczyszczone preparaty plazminogenu i plazminy ludzkiej
uzyskali Robbins 1 Summaria (204). Otrzymane metodg Kline’a
preparaty poddali oni chromatografii na kolumnie DEAE Sephadex,
uzywajgc buforu tris-lizyna o pH 9. Wymywanie plazminogenu ze
wzrostem sity jonowej dawato okoto 900-krotne oczyszczenie w porow-
naniu z wyjsciowg surowicg lub osoczem. Plazmine uzyskiwano przez
aktywacje proenzymu $ladami urokinazy w glicerolu i rozdziat na ko-
lumnie DEAE Sephadex. Aktywno$¢ wiasciwa oczyszczonych preparatéw
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plazminogenu i plazminy wynosita 19,5—21,4 jednostek kazeinowych na
mg biatka, lub 123 do 140 na mg azotu. Wydaje sie, ze najlepiej oczysz-
czone dotychczas preparaty plazminogenu i plazminy ludzkiej uzyskali
Robbins i wsp. (205), drogg precypitacji w pH 6,2 i chromatografii
na kolumnie DEAE Sephadex a nastepnie Sephadex G-100.

Wiekszosé opublikowanych prac dotyczy oczyszczania plazminogenu
ludzkiego. Oczyszczano takze plazminogen wotowy (38, 68, 73, 159, 253).
Stosowano w tym celu wysalanie siarczanem amonu i wytracanie w pH
5,3 (253), precypitacje siarczanem amonu i chromatografie na kolumnie
z fosforanem wapnia (73) oraz chromatografie na kolumnie z DEAE
celuloza i precypitacje buforem fosforanowym o pH 7,6 (68) a takze
elektroforeze ciggtg (160).

Do oczyszczania plazminogenu wotowego stosowano takze metode
Kline’a (175). Bergstrom (38, 40) uzyskal wysoko oczyszczony plaz-
minogen wotowy (okoto 300-krotnie w poréwnaniu z osoczem) droga
precypitacji w pH 5,3, ekstrakcji plazminogenu EACA, frakcjonowaniu
metanolem i siarczanem amonu oraz chromatografii na CM-celulozie.
Chan i Mertz (58) wyodrebnili wysoko oczyszczone preparaty plaz-
minogenu wotowego i ludzkiego stosujgc kolumny Sephadex G-200.

I1. Wiasnosci plazminogenu i plazminy

Wiasnosci fizyczne i chemiczne oczyszczonych preparatow plazmino-
genu i plazminy zalezg od stosowanych metod izolowania. Plazminogen
uzyskany po kwasnej ekstrakcji jest prawie nierozpuszczalny w buforze
fosforanowym w obojetnym pH, a wyodrebniony bez zastosowania kwa-
s6w — rozpuszczalny (17). W ultrawiréwce wysoko oczyszczone prepa-
raty plazminogenu otrzymywane za pomocg kwasnej ekstrakcji (125)
a takze chromatografii kolumnowej (205) dawaty pojedynczy szczyt
biatkcwy, jednak w badaniach elektroforetycznych na zelu skrobiowym
i poliakr.ylamidzie wykazywaty heterogenno$¢ (60, 205). Plazminogen
i plazmina sg (3-globulinami, przy czym plazminogen jest prawdopodobnie
|2-glcbuling, a plazmina — ~-globuling (204). Plazminogen i plazmina
aktywowana urokinazg lub streptokinazg sg immunologicznie identyczne.
Ruchliwosé elektroforetyczna plazminogenu i plazminy jest zblizona,
z tym ze tadunek plazminogenu jest bardziej ujemny (205). Slolla
i Gonzales (227) badajac witasnosci aktywnego plazminogenu wy-
odrebnionego z Ill-ciej frakcji Cohna drogg absorpcji na fosforanie
wapnia stwierdzili, ze jest on glikoeglobuling zawierajgcg okoto 92°/0
biatka, 5RK©heksozy, 2,8% heksozoaminy i 0,6% kwasu sialowego.

Plazminogen zawiera ugrupowania -S-S-, nie ma natomiast wolnych
grup -SH. Dziatanie kwasami powoduje przejScie plazminogenu bez
straty aktywnosci w pseudoglobuline, polegajagce prawdopodobnie na
zmianie struktury drugo- i trzeciorzedowej. Dane dotyczace ciezaru
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czasteczkowego plazminogenu i plazminy r6znig sie. Ciezar czasteczkowy
plazminogenu otrzymanego metodg Kline’a obliczony na podstawie
wspotczynnikéw sedymentacji i dyfuzji wynosi 143000 a plazminy
108 000 (223). Punkt izoelektryczny uzyskanego plazminogenu lezy w pH
56, a plazminy w pH 6,2 Alkjaersig i wsp. (11, 13) uwazajg, ze
mechanizm aktywacji plazminogenu do plazminy jest autokatalityczny
i potagczony z uwolnieniem peptydow, a wiec podobny do aktywacji tryp-
synogenu. Shulman i Rife (225 przeprowadzili badania nad
peptydem uwolnionym w czasie aktywacji plazminogenu streptokinaza.
Ten tak zwany plazminopeptyd jest mieszaning trzech skiadnikéw A, B
i C o tym samym wspétczynniku sedymentacji a réznej ruchliwosci
elektroforetycznej. W czasie aktywacji plazminogenu bez S$treptokinazy
zostaje takze uwolniony peptyd lecz znacznie mniejszy (202). Wedtug
Davies i Englerta (75) ciezar czasteczkowy plazminogenu wynosi
83 800. Jezeli cdszczepiany w czasie aktywacji peptyd stanowitby 10°0
czasteczki plazminogenu, to ciezar czasteczkowy plazminy wynositby
okoto 75000 (127). Jednakze wedtug Robbins i Summarla (205),
ciezar czasteczkowy plazminogenu i plazminy jest taki sam (89 000+
+1 500), a zatem jezeli nawet w czasie aktywacji plazminogenu przez
streptokinaze lub urokinaze uwalniajg sie peptydy, to ich ciezar czas-
teczkowy nie moze by¢ wiekszy niz 3000—4000. Wedtug tych badaczy
w czasie konwersji plazminogenu do plazminy zachodzi prawdopodobnie
zmiana trzeciorzedowej struktury, na co wskazuje wzrost wspoétczynnika
sedymentacji i wspotczynnika dyfuzji, chociaz ciezar czagsteczkowy po-
zostaje ten sam. Na zmiane ksztattu czgsteczki wskazuje réwniez zmiana
wspoltczynnika tarcia. Analiza aminokwasow plazminogenu i plazminy
aktywowanej streptokinaza wykazuje niewielkie roznice. Wieksze roz-
nice wykazuje plazmina aktywowana urokinaza. Zawiera ona mniegj
waliny, leucyny, izoleucyny i fenyloalaniny (8—15%), a wiecej seryny
i treoniny (8—10°®) niz plazminogen. Stata Michaelisa plazmin aktywo-
wanych urokinazg i streptokinazg wynosi 0,02M estru metylowego
p-tosylo-L-argininy (TAMe). Stata szybkosci V wynosi 1700+ 200 moli/
/min/mol enzymu.

Chan i Mertz (59) zbadali szczegétowo produkty aktywacji woto-
wego plazminogenu za pomocg urokinazy. Sugerujg oni, ze natywny
plazminogen przechodzi w czasie aktywacji w plazminogen zmieniony,
a ten z kolei aktywuje sie na plazmine | o stosunkowo niskiej aktyw-
nosci. Wszystkie te trzy substancje maja ten sam ciezar czasteczkowy —
80 000. Plazmina | przechodzi w posta¢ aktywng — plazmine Il o cie-
zarze czasteczkowym 62 000, ta z kolei przechodzi w niaktywny peptyd
A o ciezarze czasteczkowym 43 000.

Wysoko oczyszczony plazminogen wolowy poddany elektroforezie na
zelu skrobiowym wykazuje jedng lub dwie frakcje, obie z aktywnoscia
plazminogenowg (38). Ciezar czgsteczkowy wotowego plazminogenu wy-
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nosi 84 000, a punkt izoelektryczny lezy w pH okoto 8. Sekwencja amino-
kwasow od strony N-koncowego aminokwasu jest nastepujgca: Asp, Leu
(lub Ileu), Leu (lub Ileu), Asp (39). Aktywacja homogennej frakcji plaz-
minogenu wolowego przez urokinaze prowadzi do powstawania dwdch
frakcji o roznej ruchliwosci elektroforetycznej na zelu skrobiowym,
z ktérych jedna odpowiada ruchliwosci plazminy (39). Obecnos¢ dwoch

frakcji na zelu skrobiowym stwierdzili rowniez Chan i Mertz (57)
po elektroforezie plazminogenu wotowego i ludzkiego aktywowanego
urokinazag.

I11. Aktywacja plazminogenu do plazminy

Istnieje kilka mechanizméw aktywacji plazminogenu do plazminy.
Oczyszczony plazminogen w buforze o pH bliskim obojetnego ulega sta-
bej spontanicznej aktywacji. Roztwdr glicerolu katalizuje te reakcje oraz
stabilizuje otrzymang plazmine. Optymalne warunki dla spontanicznej
aktywacji plazminogenu uzyskuje sie w roztworze 50% glicerolu, w bu-
forze fosforanowym o pH 7,6 w temperaturze 37°C (11). Reakcji towa-
rzyszy przyrost tyrozyny rozpuszczalnej w kwasie tréjchtorooctowym.
Nieoczyszczony plazminogen ulega aktywacji pod wptywem chloroformu
(152). zaréwno oczyszczony, jak i nieoczyszczony plazminogen ulega
aktywacji na drodze enzymatycznej lub przy udziale aktywatoréw spe-
cyficznych. Aktywatory specyficzne mozna podzieli¢ na dwie grupy:
aktywatory naturalne wystepujagce w organizmie (aktywatory osoczowe
i tkankowe, aktywator z moczu — urokinaza oraz trypsyna z soku trzust-
kowego) i aktywatory pochodzenia bakteryjnego (streptokinaza i sta-
fylokinaza).

Poza tym wiele zwigzkéw chemicznych (benzen, mocznik, naftalen,
uretan, niektére kwasy ttuszczowe, cyjanek potasu) powoduje nieenzy-
matyczng aktywacje plazminogenu do plazminy. Prawdopodobnie me-
chanizm dziatania wielu tych zwigzkéw polega na inaktywacji antyplaz-
miny i antytrypsyny osoczowej (119, 120), co umozliwia samorzutng
aktywacje plazminogenu.

1. Aktywacja plazminogenu z udziatem aktywatoréw naturalnych

Aktywacja plazminogenu in vivo zachodzi pod wptywem endogennych
aktywatorow osoczowych i tkankowych. Mechanizm aktywacji plazmi-
nogenu we krwi krgzgcej nie jest dostatecznie poznany. Blizej scharak-
teryzowane sg aktywatory tkankowe pochodzgce z serca, watroby, ptuc,
Sledziony i nerek (1, 10, 20, 23, 33, 141, 157, 189, 209). Wysoko oczyszczone
preparaty aktywatora tkankowego plazminogenu z serca $wini uzyskali
Mc Cali i Kline (157) oraz Bach man i wsp. (34). Mechanizm
dziatania tych aktywatorow jest enzymatyczny.
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Silnym aktywatorem plazminogenu jest urokinaza. Na fibrynolityczne
wiasciwosci moczu zwrdcono uwage w poczatkach lat pieédziesiatych
(22, 228, 247). W latach nastepnych prébowano wyodrebni¢ i oczysci¢
urokinaze (49, 194, 195) oraz badano kinetyke aktywacji plazminogenu
przez urckinaze (121). Reakcja ta jest reakcjg enzymatyczng | rzedu.
Jej optimum pH lezy przy pH okoto 9. Sgouris i wsp. (217, 219)
otrzymali znacznie oczyszczony preparat urokinazy pozbawiony wtias-
nosci pirogennych, a L es u k iwsp. (147) uzyskali preparat krystaliczny
i ustalili, ze ciezar czasteczkowy urokinazy oznaczony w ultrawiréwece
wynosi 53 000. Natomiast Burges i wsp. (55 za pomocg sgczenia na
zelu Sephadex G-75 i G-100 uzyskali wartos¢ 35 000. Urokinaza ludzka
moze aktywowac plazminogen ludzki, wotowy oraz z innych gatunkow
zwierzat. Hydrolizuje ona syntetyczne estry aminokwasow (153, 222).
Robbins iSummaria (205a) uwazajg, iz podczas aktywacji plaz-
minogenu urokinaza zachodzi hydroliza wigzania peptydowego pomiedzy
argining i waling i ze aktywna plazmina sktada sie z dwoch monomeréw
powigzanych mostkiem S-S. Sugerujg oni, iz aktywacja plazminogenu
za pomocg innych aktywatorow moze mie¢ przebieg podobny.

Trypsyna aktywuje plazminogen jedynie w uktadach oczyszczanych
(108). W osoczu aktywacja ta hamowana jest przez antytrypsyne. Ostat-
nio Engel i wsp. (82) stwierdzili, ze rowniez trombina ma zdolno$¢
aktywacji plazminogenu do plazminy, co moze by¢ jednym z mecha-
nizméw warunkujgcych wzmozenie aktywacji fibrynolizy w nastepstwie
wewnatrznaczyniowego krzepniecia. Dotychczas nie wyjasniono, czy
aktywacja fibrynolizy przebiegajgca w nastepstwie uczynnienia czynnika
X1 i XI pod wptywem kontaktu z powierzchniami (105, 174) zalezy od
aktywacji plazminogenu. Wedtug Kleniewskiego (122) aktywny
czynnik kontaktu powoduje zniszczenie inhibitora fibrynolizy.

2. Aktywacja plazminogenu z udziatem specyficznych aktywatoréw pochodzenia bakteryjnego

Streptokinaza nie wykazuje wiasnos$ci proteolitycznych w stosunku do
fibryny, kazeiny, zelatyny i nie hydrolizuje syntetycznych estréw amino-
kwasow (206), powoduje natomiast swoistg aktywacje ludzkiego plazmi-
nogenu do plazminy (161), czemu towarzyszy przyrost azotu pozabiatko-
wego (132). Reakcje aktywacji hamujg specyficzne inhibitory konwersji
plazminogenu: EACA (4, 5 14), kwas 1,4-aminometylocykloheksano-
karboksylowy (AMCHA) i kwas p-aminometylobenzoesowy (PAMBA)
(150, 151, 190), aldehydy (232) oraz syntetyczne estry np. TAMe (207).
Porownanie reakcji fibrynolizy w osoczu wotowym i ludzkim pod wpty-
wem streptokinazy stanowito punkt wyjsciowy kilku teorii aktywacji
plazminogenu. Miillertz i Lassen (166) stwierdzili iz plazminogen
ludzki pod wplywem streptokinazy aktywuje sie szybko, podczas gdy
aktywacja plazminogenu wotowego przebiega bardzo wolno, a przyspie-
sza jg dodatek niewielkich ilosci osocza lub euglobulin ludzkich.
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Millertz, Lassen i Astrup (28, 166, 167, 168) postulowali
mechanizm dwustopniowej aktywacji plazminogenu. Zatozyli oni istnie-
nie we krwi ludzkiej dwdch prekursoréw fibrynolitycznych: proaktywa-
tora i plazminogenu. Zdaniem ich proaktywator w reakcji ze strepto-
kinazg przeksztatca sie w czynny aktywator, a ten przeksztatca z kolei
plazminogen w plazmine bez wzgledu na pochodzenie gatunkowe (Rysu-
nek 2). Dotychczas poza reakcja ze streptokinazg nie stwierdzono innej

Plazminogen

Proaktywator Aktywator tkankowy
Streptokinaza ﬁkt)ll\(/_vator 0soczowy
(ln’ﬁ‘kl naZy) F'OKINaza
Trypsyna )
Aktywator Aktywacja samoistna
Plazmina

Rys. 2. Hipotetyczny schemat aktywacji wedtug Miillertza i Astrupa (28, 166)

mozliwosci przemiany ,proaktywatora” Miillertza w aktywator. Odmien-
ny poglad wyrazili Ablondi (3) oraz Kline i Fishman (124).
Postulowali oni, ze plazminogen daje kompleks ze streptokinaza, two-
rzagc aktywator o wiasnosciach proteolitycznych, ktory dziata na plazmi-
nogen (Rysunek 3). Kline (126) stwierdzit, ze istotnie plazminogen

Plazminogen
Plazninogen Aktywator tkankowy
Streptokinaza Altywator 0soczony
Urokinaza
Trypsyna
Aktywator  * Aktywacja samoistna
Plazmina

Rys. 3. Hipotetyczny schema.t aktywacji fibrynolizy wedtug Kline’a i Fischmana (124)

ludzki w obecnosci matej ilosci streptokinazy wytwarza nieznaczne
iloSci aktywatora, aktywujgcego nadmiar plazminogenu do plazminy.
Przy nadmiarze streptokinazy powstaje nieznaczna ilo$¢ plazminy i duza
ilos¢ aktywatora (Rysunek 4).

Plazmina
Plazminogen+sk
Aktywator
Plazmina
Plazminogen * SK
Aktywator

Rys. 4. Interakcja plazminogenu ze streptokinaza wedtug Kline'a (126)
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Opornos$¢ wotowego plazminogenu na dziatanie streptokinazy mozna
ttumaczy¢ obecnoscig swoistych inhibitorow aktywacji. Niewia-
rowski iLatatto (175) wykazali, ze wysoko oczyszczone preparaty
plazminogenu wotowego ulegajg aktywacji streptokinazg. Zbadali oni
osocza szeregu zwierzat okre$lajgc podatnos$¢ ich uktadu fibrynolitycz-
nego na aktywacje za pomocg mieszaniny streptokinazy i plazminy ludz-
kiej. Stwierdzili, ze streptokinaza aktywuje bezpo$rednio ukiady fibry-
nolityczne cztowieka, matpy, psa i kota. Mieszanina streptokinazy i plaz-
miny ludzkiej aktywuje uktady fibrynolityczne wotu, barana, S$wini,
konia, krolika, myszy, szczura, chomika i $Swinki morskiej. Oporne na
aktywacje zaréwno streptokinazg jak i mieszaning streptokinazy z ludzka
plazming sg uktady fibrynolityczne kury, kaczki, indyka, ryby i zaby.

Markus i Werkheizer (155) wysuneli hipoteze, ktdra jest nie-
jako syntezg rdéznych poprzednio sformutowanych pogladow. Wedtug
nich proaktywator I obecny w osoczu ludzkim wytwarza pod wptywem
streptokinazy aktywator | zdolny do aktywacji plazminogenu zaréwno
ludzkiego jak i wotowego. Poza tym plazminogen ludzki ze streptoki-
nazg (SK) daje kompleks SK-plazminogen, zdolny do aktywacji plazmi-
nogenu wotowego. Kompleks ten pod wptywem aktywatora | przechodzi
w kompleks SK-plazmine, aktywujgcy plazminogen wotowy i majacy
wiasciwosci esterazowe i niskg aktywno$¢ proteolityczng. Mieszanina
SK-plazminogenu i SK-plazminy daje aktywator Il obdarzony wiasci-
wosciami obu jej sktadnikow.

Ostatnio Ts’ao i Kline (239) stojg na stanowisku, iz streptoki-
naza wytwarza kompleks zarédwno z plazminogenem jak i z plazming
ludzka i ze oba te kompleksy aktywujg plazminogen, niezaleznie od jego
pochodzenia gatunkowego. Poglad Kline’a podziela w zasadzie wiekszos$é
badaczy pracujagcych nad tym zagadnieniem. B lall i wsp. (45, 46)
badajgc wysoko oczyszczone preparaty streptokinazy (ciezar czasteczkowy
42 000) i plazminy (ciezar czasteczkowy 88 000) doszli do wniosku, ze
zwigzki te reagujg w stosunku ekwimoralnym, a powstaty kompleks
aktywuje zaréwno plazminogen ludzki jak i wotowy. Davies i wsp.
(76) stwierdzili, ze ekwimolarne ilosci ludzkiego plazminogenu i strepto-
kinazy przy pH 7,5 w obecnosci EACA (zwiekszajgcego rozpuszczalnosc)
zachowuja sie w ultrawiréwce jak substancja jednorodna.

Od dos¢ powszechnie przyjmowanego pogladu, zaktadajgcego po-
wstanie komplekséw SK-plazminogen i SK-plazmina o charakterze akty-
watorow odbiega swojg oryginalnoscig poglad badaczy izraelskich, Ri-
mona i wsp. (93, 203). Autorzy ci, badajac aktywowanie plazminogenu
przez streptokinaze stosowang w formie nierozpuszczalnego zwigzku
z kopolimerem p-aminofenyloalaniny i leucyny, obserwowali powsta-
wanie zarowno aktywatora jak i plazminy w zalezno$ci od warunkow
reakcji. Uwazajg oni, ze w czasteczce plazminogenu i plazminy jest
aktywne centrum, odpowiedzialne za aktywacje plazminogenu, a rézne od
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centrum aktywujgcego proteolize. Rola streptokinazy w powstawaniu
aktywatora polegataby na odstonieciu tego centrum aktywatorowego.

Reakcje aktywacji plazminogenu przy wspétudziale streptokinazy
hamujg duze stezenia syntetycznego estru TAMe. Roberts (203)
uwaza, ze w reakcji pomiedzy TAMe i streptokinazag powstaje nieroz-
puszczalny zwigzek niezdolny do aktywacji plazminogenu.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, iz mechanizm aktywacji plazmino-
genu do plazminy przez streptokinaze jest tylko czesciowo wyjasniony.
Istnienie odrebnego proaktywatora w osoczu ludzkim wydaje sie watpli-
we, natomiast stusznym wydaje sie zatozenie powstawania kompleksow
SK-plazminogen, SK-plazmina o charakterze aktywatorowym, jak-
kolwiek mechanizm tworzenia sie aktywatora nie jest jeszcze jasny.

Inny aktywator plazminogenu, uzyskana z przesgczu gronokowcow
stafylokinaza (233), podobnie jak streptokinaza nie aktywuje bezposred-
nio plazminogenu wotowego. W procesie fibrynolitycznym odznacza sie
ona mniejszymi wiasciwosciami aktywujgcymi niz urokinaza i strepto-
kinaza. Mechanizm dziatania stafylokinazy jest prawdopodobnie r6zny
od mechanizmu dziatania tych dwu aktywatorow.

IV. Inhibitory fibrynolizy

Inhibitory fibrynolizy najog6lniej moznaby podzieli¢ na dwie grupy:
inhibitory o charakterze antyplazmin, hamujacych dziatanie plazminy
aktywnej oraz antyaktywatory, hamujace aktywacje plazminogenu do
plazminy.

Do grupy antyplazmin, zaliczy¢ nalezy przede wszystkim naturalne
inhibitory fibrynolizy, ktére sg waznym czynnikiem w utrzymaniu row-
nowagi fibrynolitycznej krwi w organizmie. Prawdopodobnie w warun-
kach fizjologicznych zachodzi rownowaga dynamiczna pomiedzy czyn-
nikami proteolitycznymi a ich inhibitorami, warunkujgca prawidtowe
funkcjonowanie uktadu fibrynolitycznego. Antyplazmina, naturalny inhi-
bitor plazminy wystepujacy w osoczu krwi, jest stosunkowo mato pozna-
nym elementem uktadu fibrynolitycznego. Najprawdopodobniej dziatanie
antyplazminowe osocza warunkuje nie jedna, lecz kilka substancji.
Norman i Hill (182, 183) wyodrebnili z osocza ludzkiego dwie
antyplazminy charakteryzujagc je jako at i azglobuliny. c*-Globulina,
antyplazmina cieptochwiejna, odznacza sie dziataniem hamujgcym na-
rastajacym powoli. a2Globulina, antyplazmina stosunkowo cieptostata,
ma natychmiastowe dziatanie hamujgce. Frakcje axi e”-globulinowe maja
rowniez aktywno$¢ antytrypsynowg. Schultze i wsp. (215) wyizolo-
wali obie te frakcje antyproteazowe i scharakteryzowali ich wiasnosci
fizykochemiczne. Stwierdzili oni wyzszg aktywnos$¢ antyplazminowa we
frakcji a2globulinowej, natomiast frakcja o”-globulinowa odznaczata sie
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wyzszg aktywnos$cig antytrypsynowa. Gallimore i wsp. (89) porow-
nali aktywnosci antyfibrynolityczne we krwi cztowieka, psa i krélika,
stwierdzajac najwyzszg aktywno$¢ w surowicy psiej.

Wiasnosci antyplazminow.e ma rdwniez frakcja P-lipoproteidowa
osocza (201, 226) i frakcje Y-globulinowe (165), oraz a2 makroglobulina
surowicza tworzgca z plazming kompleksy o obnizonej aktywnosci enzy-
matycznej (90a, 109a).

Wiasnosci inhibitoréw antyproteolitycznych wystepujacych w moczu
opisali Astrup i wsp. (27, 29). Jeden z nich, mingina, wykazuje silne
wiasnosci antytrypsynowe, a w znacznie mniejszym stopniu hamuje
aktywnos$¢ plazminy i chymotrypsyny. Wyodrebniony w czystej postaci
okazat sie silnie kwasnym biatkiem, zawierajgcym komponente cukrowa,
nieistotng dla jego funkcji.

Oprécz naturalnych inhibitorow plazminy, wystepujacych w osoczu,
tkankach i moczu, znane sg naturalne polipeptydy wykazujace silne dzia-
tanie antyproteazowe, jak inhibitory trypsyny sojowy (SBTI) (169)
i trzustkowy (ITT), inhibitor trypsyny i kalikreiny ze $linianki przyusz-
nej, inhibitor proteolizy z orzeszkéw ziemnych (30). Inhibitor trzustkowy
trypsyny otrzymany zostat w stanie krystalicznym w roku 1936 przez
Kunitza i Northropa (138). Jest to polipeptyd o ciezarze czas-
teczkowym 6 000, o doktadnie poznanej strukturze, ztozony z 58 amino-
kwasow (61). ITT jest silnym inhibitorem proteaz, inaktywuje trypsyne,
chymotrypsyne, plazmine. Dodany w ilosci 200 j/ml osocza catkowicie
znosi aktywnos$¢ proteolityczng i fibrynolityczng zawartej w nim zakty-
wowanej plazminy. ITT jest nietoksyczny i catkowicie usuwany z krwio-
biegu. Preparat ITT pcd nazwga Iniprol stosowany jest w terapii klinicz-
nej.

Inhibitor trypsyny ze S$linianki przyusznej jest substancjg nisko-
czasteczkowg o strukturze identycznej z ITT (143), hamuje aktywnos$¢
proteolityczng trypsyny, chymotrypsyny, plazminy, kalikreiny, pepsyny
oraz aktywacje plazminogenu na plazmine (176). Podany w iloSci
10—20 j/ml osocza hamuje catkowicie jego aktywnos$¢ fibrynolityczng
i proteolityczng. Stosowany jest obecnie réwniez jako $rodek leczniczy.

Do drugiej grupy inhibitoréw fibrynolizy hamujacych aktywacje
plazminogenu do plazminy, zaliczyé nalezy syntetyczne inhibitory
drobnoczasteczkowe jak wspomniane juz EACA, AMCHA oraz PAMBA.
Wspéblng cechg charakterystyczng dla struktury tych trzech zwiazkéow
jest odlegtos¢ pomiedzy grupg -NH2 a grupg -COOH wynoszgca okoto
7 A. Antyfibrynolityczne witasnosci EACA odkryli w latach 1948—1952
badacze japonscy (186, 187), ktorzy stwierdzili, ze zwigzek ten w stezeniu
109M swoiscie hamuje proces fibrynolizy i moze by¢ stosowany jako lek
przeciwkrwotoczny. W dalszych badaniach stwierdzono, ze EACA hamuje
kompetytywnie aktywacje plazminogenu przez streptokinaze, urokinaze
oraz niekcmpetytywnie — przez trypsyne (2, 6, 14, 16, 56, 84), dla ktorej
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jest stabym inhibitorem (7). W wyzszych stezeniach EACA hamuje kom-
petytywnie proteolityczng aktywnos$¢ plazminy w stosunku do fibryno-
genu (41, 84), a nie hamuje jej kazeinolitycznych wtasnosci (107), ani
nie wptywa na jej wilasnosci esterazowe (84). Ostatnio Maxwell
i wsp. (156a) przedstawiali dane, ze EACA moze zmienia¢ strukture
skrzepu i modyfikowa¢ dziatanie plazminy na fibryne. Do podobnych
wnioskdw dochodzg +ukasiewiez i Niewiarowski (Thromb. Diath.
Haemorrhag. w druku). Wedtug tych autoréw aktywacja plazminogenu
wotowego przez UK i SK hamowana jest przez EACA w stezeniu rzedu
5*10_2M, podczas gdy fibrynoliza skrzepu niestabilizowanego przez plaz-
mine hamowana jest przy stezeniu rzedu 10~4M, skrzepu stabilizowanego
za$ juz przy stezeniu rzedu 10~5M. Toksycznos$¢ tego zwiagzku jest bardzo
mata (129, 142, 230, 234, 246, 251) i jest on szybko wydalany z ustroju
(178, 179). Dzieki swym wiasciwosciom hemostatycznym EACA znalazt
zastosowanie w terapii klinicznej jako $rodek przeciwkrwotoczny (19, 35,
37, 44, 70, 91, 193).

Wiasnosci antyfibrynolityczne AMCHA odkryli réwniez Japonczycy
(190, 192) w roku 1962. Mechanizm antyfibrynolitycznego dziatania
AMCHA jest podobny do dziatania EACA. Hamuje on kompetytywnie
aktywacje plazminogenu do plazminy (80), hamuje fibrynolize i fibry-
nogenolize zachodzacag pod wptywem wolnej plazminy, nie wplywa
natomiast na protolityczne witasnosci plazminy w stosunku do kazeiny
oraz na jej wiasciwosci esterolityczne. Wydala sie z ustroju nieco wolniej
niz EACA. W dalszych badaniach nad AMCHA (158, 104) stwierdzono,
ze izomer trans jest okoto 200 razy silniej dziatajacym inhibitorem niz
izomer cis (158, 190). Mieszanina obu izomeréw AMCHA oraz izomer
trans (nazywany AMCA) znalazty zastosowanie w lecznictwie.

Wiasnosci antyfibrynolityczne PAMBA odkryli badacze niemieccy
(150, 151) w roku 1963. Podobnie jak EACA i AMCHA dzieki swoim wtas-
nosciom antyfibrynolitycznym i hemostatycznym znalazt on rdéwniez
zastosowanie jako srodek przeciwkrwotoczny w terapii klinicznej.

Do inhibitordw fibrynolizy zaliczy¢ rowniez nalezy silny inhibitor
enzyméw proteolitycznych — duwizopropylofluorofosforan, jak réwniez
niektére metale ciezkie (131). Reakcje aktywacji plazminogenu do plaz-
miny hamujg rowniez aldehydy (232).

V. Niektdre fizjologiczne aspekty fibrynolizy

Miejsce powstawania dwu podstawowych sktadnikow uktadu fibry-
nolitycznego — plazminogenu i antyplazmin nie jest dobrze poznane.
Wedtug Barnhart i Riddle (49) plazminogen jest syntetyzowany
i transportowany przez eozynofile. Jak wynika z badan Prokopowi -
cza (198) eozynofile zawierajg plazminogen, jednak w nie wiekszym
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stopniu niz inne postacie leukocytdw. Zdaniem tego autora najwyzszg
aktywnos$¢ fibrynolityczng wykazujg metamielocyty i pateczki, w przeci-
wienstwie do innych proteaz plazminogen nie jest umiejscowiony w ziar-
nistosciach specyficznych leukocytéw, lecz znajduje sie we wszystkich
podfrakcjach komorki. Plazminogen granulocytarny jest prawdopodobnie
identyczny z osoczowym, jak wskazuje poréwnanie preparatow wysoko
oczyszczonych. By¢ moze, granulocyty sg miejscem powstawania plazmi-
nogenu. Hermann i Miescher (98) wykazali, ze fibrynolityczny
enzym leukocytéw jest tylko bardzo nieznacznie hamowany przez inhi-
bitor plazminy a2globuline. Natomiast surowiczy inhibitor trypsyny
o”-globulina w silnym stopniu hamuje proteaze leukocytarnag.

Kowalski i wsp. (133) przeprowadzili badania nad wystepowa-
niem plazminogenu w réznych tkankach zwierzecych i stwierdzili naj-
wieksze stezenie tego proenzymu w narzgdach bogatych w tkanke tgczng.
Nie jest jednak wyjasnione, czy komarki tkanki tgcznej produkuja plaz-
minogen.

Ma 11i i wsp. (156) sugeruja, ze antyplazmina osocza powstaje w wg-
trobie. Nalezy zaznaczy¢, ze inhibitory fibrynolizy znajdujg sie réwniez
w komérkach krwi, np. krwinkach ptytkowych (113) i w erytrocytach
(130) oraz w tkankach ptuc, Sledziony, watroby (24, 133).

Aktywatory plazminogenu znajdujg sie w réznych narzadach i tkan-
kach (25). Jak wynika z badan Albrechtsena nad tkankami ludz-
kimi (9) najwiekszym stezeniem aktywatora plazminogenu odznacza sie
macica, w dalszej kolejnosci nadnercze, gruczoty limfatyczne, tarczyca,
ptuca, jajniki, przysadka moézgowa, nerka i miesnie. Natomiast prawi-
dtowa watroba nie zawiera w ogdéle aktywatordw plazminogenu.

Prace szeregu autoréw (31, 189) wskazujag, ze w tkankach mogga znaj-
dowaé sie dwa rdézne typy aktywatora plazminogenu a) aktywator luzno
zwigzany z komoérka, wymywalny stabymi roztworami chlorku sodu
i potasu, b) aktywator trwale zwigzany z komoérka, wymywalny rodan-
kiem potasu. Ali i Lack (141) wykazali, ze aktywator plazminogenu
znajduje sie we frakcji lizosomalnej komoérek nerkowych.

Aktywator plazminogenu obecny jest w osoczu krwi w warunkach
prawidtowych — jego poziom moze wzrasta¢c w wielu stanach fizjolo-
gicznych np. pod wptywem naporu dnia (114), po wysitku fizycznym (42),
w stanach pobudzenia emocjonalnego (146), a takze w stanach zastoju
zylnego (64) i niedotlenienia (140), jak i w czasie nadmiernej podazy
tlenu (65). Obecnosé tlenu warunkuje réwniez powstawanie aktywatora
plazminogenu w nerce (53). Nasuwa sie¢ pytanie, z jakich komdrek i tka-
nek pochodzi aktywator plazminogenu krazacy we krwi i jaki jest me-
chanizm jego przenikania do krwiobiegu.

W piSmiennictwie spotyka sie kilka poglagdéow na ten temat. Mole
(164) uwazat, ze srédbtonek naczyn krwionosnych jest zr6dtem wzmozo-
nej aktywnosci fibrynolitycznej u os6b zmartych nagta $Smiercig. Fibry-
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nolityczne dziatanie $rédbtonka naczyn krwionos$nych stwierdzili w latach
p6zniejszych r6zni autorzy (160). Na podstawie badan histochemicznych
Todd (236) i Warren (245) sadza, ze $rodbtonek naczyn krwionos-
nych jest jednym z podstawowych zrodet osoczowego aktywatora plazmi-
nogenu i ze aktywator ten jest wydzielany bezustannie do krwiobiegu
przez $rédbtonki. Liczne leki dziatajgce na naczynia powodujg przys$pie-
szenie tego procesu (102, 139). Wedtug Lo i Mc Fadzeana (149)
istotnym czynnikiem powodujgcym uwalnianie aktywatora plazminogenu
jest podraznienie efektoréow cholinoergicznych, Holemans i Lang-
del (100) wysuneli przypuszczenie, ze mediatorem fibrynolitycznego
dziatania réznych lekéw wazoaktywnych moze by¢ histamina. Jednak
p6zniejsze doswiadczenia Holemansa (103) nie potwierdzity tego
pogladu. Mimo, ze benadryl i fenergan hamujg hipotensyjne i fibrynoli-
tyczne dziatanie histaminy, to nie wptywajg one na spadek cisnienia
krwi i fibrynolize powstajagca po podaniu izopropylonorepinefryny,
innego leku antyhistaminowego.

Inny poglad reprezentujg Ende i Audit ore (32, 83). Wedtug
tych autor6w komdrki tuczne moga wydziela¢ do krwiobiegu enzymy
proteolityczne i inne substancje aktywujgce fibrynolize. Jednakze, jak
wynika z badan Cronberga i Nilson (71) rdézne substancje
indukujace fibrynolize w organizmie nie powodujg istotnych zmian w ko-
maérkach tucznych.

W roku 1962 Buluk i Furman (52) stwierdzili wysokag aktyw-
no$é fibrynolityczng w krwi zylnej nerkowej krélika i cztowieka. W in-
nych pracowniach potwierdzono te spostrzezenia (50, 177). WorowsKi
i wsp. (248) badajac krew zylng wyptywajaca z réznych narzadéw u psa
stwierdzili, ze jedynie przeptyw krwi przez nerke powoduje aktywacje
fibrynolizy. Prokopowicz i wsp. (196) na podstawie badan histo-
chemicznych dochodzg do wniosku, ze miejscem powstawania aktywa-
tora plazminogenu w nerce sg komorki aparatu przykiebkowego. W czasie
doswiadczalnego zatrucia chlorkiem rteci u psa dochodzi do zaniku akty-
watora plazminogenu w tkance nerkowej (196), do zahamowania aktyw-
nosci fibrynolitycznej osocza oraz do wzrostu poziomu plazminogenu
i fibrynogenu (249). Podobne zmiany w osoczu krwi mozna zaobserwowac
po wyeliminowaniu nerki z krwiobiegu (110, 250). Te fakty przemawiajg
za tym, ze nerka moze odgrywac istotng role w regulacji fibrynolizy
w organizmie.

Zagadnienie, czy urokinaza wydzielana do moczu i aktywator plaz-
minogenu wydzielany przez nerke do krazenia nerkowego sg jedng i tg
samg substancjg, nie jest rozstrzygniete. W chorobach nerek dochodzi
zarowno do obnizenia aktywnosci urokinazy w moczu (48), jak i do
zmniejszenia sie aktywnosci fibrynolitycznej osocza krwi (72, 185). Ba-
dania Holemansa i wsp. (104) wskazujg jednak, ze wydzielanie uro-
kinazy nie zawsze zwieksza sie w nastepstwie wewngtrznaczyniowej

2 Postepy Biochemii
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aktywacji fibrynolizy pod wptywem niektérych lekéw. Na podstawie
badan immunologicznych Kucinski i Fletcher (137) dochodzg
do wniosku, ze urokinaza i aktywator plazminogenu osocza ludzkiego sg
roznymi substancjami.

Aktywacja czynnika Hagemana (czynnika XII) in vitro pcd wptywem
aktywnych powierzchni zapoczatkowuje tancuchowy proces krzepniecia
krwi i przyczynia sie do aktywacji fibrynolizy (105, 174). Nie jest wy-
kluczone, ze podobny proces moze mie¢ miejsce in vivo. latridis
i wsp. (106) oraz Holemans i Roberts (101) udowodnili ostatnio,
ze czynnik XII ma duze znaczenie zarbwno w aktywacji krzepniecia jak
i w aktywacji fibrynolizy w czasie zastoju zylnego.

Nie ulega watpliwosci, ze enzymy fibrynolityczne odgrywaja istotng role
w procesach hemostazy oraz we wchtanianiu ztogdw witoknika w ustroju
i w gojeniu sie ran. Plazmina trawi nie tylko fibrynogen i fibryne lecz
takze i inne czynniki krzepniecia, przede wszystkim czynnik V i VIII
(8, 171). W czasie proteolitycznego trawienia fibrynogenu przez plazmine
powstajg produkty hamujace proces krzepniecia krwi — antytrombina
VI (172, 237), inhibitor powstawania tromboplastyny (173), inhibitor poli-
meryzacji monomeru fibryny (51). Ostatnio wykazano réwniez, ze pro-
dukty proteolitycznego trawienia fibrynogenu hamuja procesy agregacji
i adhezji krwinek ptytkowych in vivo iin vitro (111, 135, 136). Nadmierna
aktywacja fibrynolizy stanowi wiec duze niebezpieczenstwo dla ustroju
doprowadzajac do ciezkiej skazy krwotocznej.

Przed kilkudziesieciu laty Rosenmann (212) stwierdzit, ze enzym
fibrynolityczny osocza ,trombolizyna”, ulega adsorbcji na skrzepie wtok-
nikowym. W ostatnich latach Sherry i wsp. (221) udowodnili, ze akty-
wator plazminogenu dziata o wiele lepiej trombolitycznie niz fibryno-
genolitycznie. Aktywator ten przenika do skrzepu, gdzie aktywuje plaz-
minogen do plazminy, co doprowadza do strawienia fibryny. Zaréwno
obecno$¢ antyplazminy we krwi jak i szybkie usuwanie nadmiaru kra-
zacego aktywatora przez watrobe (87) zapobiega powstawaniu plazminy
w krwiobiegu, trawieniu krazgcego fibrynogenu oraz rozwojowi skazy
krwotocznej.

Zagadnienie, czy enzymy fibrynolityczne osocza biorg udziat w kata-
bolizmie fibrynogenu i innych czynnikéw krzepniecia w ustroju nie jest
ostatecznie rozstrzygniete. Uzyskano tu szereg sprzecznych wynikow.
Pcdanie duzych dawek EACA, inhibitora fibrynolizy, nie powoduje
u zdrowych zwierzat przedtuzenia czasu pétrwania fibrynogenu (88, 146).
Ten sam zwigzek powoduje jednak zahamowanie rozpadu fibrynogenu
u os6b ze wzmozong fibrynolizg (18). Niewiarowski i Wolo-
sowi cz (178) stwierdzili, ze EACA podany jednorazowo zdrowym
cchotnikecm powoduje nieznaczny wzrost poziomu fibrynogenu oraz za-
hamowanie zuzycia plazminogenu i antyplazminy. U psow zatrutych
chlorkiem rteci, mimo znacznego wzrostu poziomu fibrynogenu i zaha-
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mowania aktywnosci fibrynolitycznej osocza pétokres biologicznego trwa-
nia fibrynogenu ulega nawet skréceniu (90).

Copley (69), Astrup (26), Jensen (112), postulowali, ze w krwi
krazacej procesy krzepniecia i fibrynolizy zachodza w sposob ciagty
i ustawiczny. Cieniutkie btony fibryny odktadajg sie, zgodnie z tg teorig,
na wewnetrznej powierzchni naczyn krwionosnych i sg trawione przez
aktywowang plazmine. Nowsza teoria hemostazy sformutowana przez
Spaeta (229) zakiada, ze mechanizmy krzepniecia sg uruchamiane
jedynie w miejscu przerwania ciggtosci Sciany naczynia. Nadmiar aktyw-
nych czynnikow krzepniecia ma by¢ zobojetniany przez inhibitory i kla-
rowany przez ukiad Sciankowo-$srddbtonkowy i watrobe. Rola enzymow
fibrynolitycznych polegataby — w mys$l tej teorii — przede wszystkim
na miejscowym usuwaniu ztogdw widknika i zapobieganiu nadmiernemu
rozszerzaniu sie skrzepu w miejscu uszkodzenia naczynia.

Nie jest wykluczone, ze enzymy fibrynolityczne osocza wptywajg i na
inne fizjologiczne procesy, na przykiad na regulacje krazenia Kkrwi.
Podanie duzych dawek plazminy lub aktywatora plazminogenu prowadzi
do spadku cisnienia krwi i zuzycia prekursoréw kinin (kininogenu) (214).
Wedlug Vogt a (241) plazmina aktywuje kalikreinogen na kalikreineg,
a kalikreina uwalnia bradykinine z nieczynnych prekursoréw. Brady-
kinina obniza ci$nienie krwi i zwieksza szybkos$¢ przeptywu krwi przez
nerke. Prawdopodobnie rola nerki w regulacji cisnienia krwi polega nie
tylko na wydzielaniu reniny aktywujgcej angiotenzynogen i warunku-
jacej powstawanie podnoszacej ciSnienie krwi angiotenzyny Il. Buluk
i Matofiejew (54) stwierdzajg, ze aktywator plazminogenu w kragze-
niu nerkowym zapoczatkowuje szereg reakcji prowadzgcych do powsta-
wania kinin obnizajgcych cisnienie krwi. Ostatnio Prokopowicz
i wsp. (197, 199) stwierdzili zahamowanie fibrynolizy w doswiadczalnym
i klinicznym nadcisnieniu tetniczym.
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JANINA KWIATKOWSKA *

Budowa hemoglobiny i jej zwigzek z funkcjg
The Structure of Haemoglobin and its Correlation with Function

The recent data on the primary and three-dimentional structure of various
haemoglobins are reviewed. The correlation between the conformational changes
o the molecule and the interaction with ligands is discussed.

W ciggu ostatnich lat zostata poznana pierwotna i wtérna budowa
hemoglobin. Badanie zmian strukturalnych, zachodzacych przy potagcze-
niu globiny z hemem, oraz przy reakcjach hemoglobin z Ugandami, po-
znawanie réwnowagi i kinetyki tych reakcji, a takze mechanizmu takich
zjawisk jak efekt Bohra czy oddziatywanie hem — hem stwarza mozli-
wosci wyjasnienia zaleznosci funkcji hemoglobiny od jej struktury.

I. Budowa hemoglobin

W skiad krwi ludzkiej i zwierzecej wchodzi zazwyczaj wiecej niz
jeden rodzaj hemoglobiny. Schroeder wyréznia trzy rodzaje heteroge-
nicznosci hemoglobin: dojrzewania, sktadnikéw dodatkowych i gene-
tyczna (107). Do pierwszej zalicza sie wystepowanie hemoglobiny ptodo-
wej F obok A w krwi pepowinowej, do drugietj pojawienie si¢ niewielkiej
ilosci sktadnikow dodatkowych obok gtdwnego — A2 A3 A4 obok A, Fx
obok F. Oba te rodzaje heteronicznos$ci uwaza sie za zjawisko prawidlo-
we. Natomiast wystepowanie innych, uwarunkowanych genetycznie form,
towarzyszacych hemoglobinie A u osobnikéw heterozygotycznych zwig-
zane jest zazwyczaj z zaburzeniami funkcjonalnymi i objawami choro-
bowymi lub sktonnos$ciag do nich. Hemoglobiny takie okre$la sie jako
nieprawidtowe.

Réznorodne hemoglobiny rozdzieli¢é mozna stosujgc chromatografie
na zywicach i wymieniaczach jonowych (31, 55, 80, 106), oraz elektrofo-
reze bibutowa, na zelu skrobiowym i agarze (14, 35, 95).

* Dr, adiunkt Zaktadu Chemii Fizjologicznej Wroctawskiej Akademii Medycznej
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Masa czgsteczkowa wszystkich hemoglobin ssakéw, oznaczana w roz-
cienczonych roztworach, w obojetnym pH i umiarkowanej sile jonowej
wynosi okoto 66 000. Jednakowa jest tez og6lna budowa czasteczki —
wszystkie te hemoglobiny sktadajg sie z czterech tancuchéw polipepty-
dowych, przy czym kazdy z nich potaczony jest z hemem. Z wyjatkiem
kilku hemoglobin nieprawidtowych tafcuchy te sg zwykle parami iden-
tyczne (84). W ludzkich, i zwierzecych hemoglobinach A ‘lancuchy te
okresla sie a i @w A2zamiast tafncucha Pwystepuje 5 a w ptodowej — Y-

1. Budowa pierwszorzedowa hemoglobin

Hem<oglbbiniy ludzkie prawidtowe. W ostatnich latach poznano struk-
ture hemoglobin A, A2 A3 F i Fxdzieki wprowadzeniu metod wyodreb-
niania poszczegdlnych tancuchéw, oraz nowych metod analitycznych na
przykiad ,,fingerprint” produktéw trawienia hemoglobin enzymami pro-
teolitycznymi. LafAcuchy a, iy rozdziela sie metodg Ingrama na Amber-
licie IRC-50 (56, 59), metoda Huehnsa na CM-celulozie jako cyjanopo-
chodne (54), oraz wedtug Bucci i Fronticelli jako zwigzane z PCMB
i przeprowadzane nastepnie w wolne, aktywne SH-tancuchy (28, 114).

Hemoglobina A (@ (¥) stanowi 9500 hemolizatu krwi ludzkiej. tan-
cuch a zawiera 141, [3— 146 reszt aminokwasowych. Ich sekwencja amino-
kwasowa jest ustalona (24, 46, 72, 110).

Hemoglobina A2 sktada sie z dwu tancuchéw a identycznych z aA
oraz zdwu tancuchéw szybko wedrujacych w elektroforezie, odmiennych
od i nazwanych 5 (61). Nie sg one zmutowanymi tancuchami P i synte-
zg ich kieruje odrebny gen (60). Larncuch 5 r6zni sie od [3 usytuowaniem
siedmiu aminokwasow (16).

Mapa peptydéw po trawieniu trypsyng hemoglobiny A3 jest iden-
tyczna z hemoglobing A, z wyjatkiem jednego dodatkowego peptydu:
Glu-Gli-Cys. Uwaza sie, ze hemoglobina A3 jest potaczeniem hemoglo-
biny A z glutationem. Rodzaj wigzania i jego miejsce nie jest usta-
lone (82).

W krwi ludzkiej i kroliczej znaleziono w trakcie rozdziatu na Amber-
licie IRC-50 jeszcze jeden sktadnik dodatkowy — hemoglobine A4 Réz-
nice w budowie A4i A nie zostaty dotychczas poznane (75).

Hemoglobina ptodowa F ma taricuchy a identyczne z hemoglobing A
(56, 65, 109, 111). Lancuchy y zawierajg, podobnie jak P, 146 aminokwa-
séw, ale réznig sie od nich sekwencjg 39 re'szt aminokwasowych (107).

Hemoglobina Fi, ktéra towarzyszy jako mata frakcja hemoglobi-
nie F w krwi pepowinowej, o acetylenowym ftancuchu y ma budowe
aAy f "acetyio™* j es” pierwszy wykryty przypadek wystepowania nie-
identycznych tafcuchéw w parze (108).

Hemoglobiny ludzkie nieprawidtowe. Jedng z anomalii budowy hemo-
globiny jest brak réznorodnych tancuchéw. Czasteczka jest wdéwczas te-
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tramerem identycznych podjednostek. Zgodnie z poglagdami Hunta
i Lehmanna (57) synteze tanicuchow a i Gkontrolujag oddzielne ukta-
dy regulujgce i zaburzenie jednego z tych uktadow wywotuje zmniejsze-
nie lub zahamowanie syntezy jednego tylko rodzaju tanicucha. Zabu-
rzenia tego rodzaju wystepujag w talasemiach, okre$lanych odpowiednio
jako a i (6 talasemia (57). Przyktadem hemoglobin zbudowanych z jed-
nego rodzaju tancucha jest hemoglobina H o strukturze (64), hemo-
globina Bart — yl (ss) i odkryta przez Dance i Huehnsa hemo-
globina o budowie ¢4, (33).

W innym rodzaju hemoglobin patologicznych jedna para tahcuchéw
jest niezmieniona, w drugiej za$ wystepuje defekt. Rozpowszechnienie
metody ,fingerprint” Ingrama (58) i techniki hybrydyzacji It ano
i Sin,gera (62 pozwolito wyodrebni¢ i zbada¢ szereg hemoglobin pa-
tologicznych. Okazato sie, ze wiele z nich, wyodrebnionych z krwi réz-
nych osobnikéw i traktowanych jako odrebne przypadki ma ten sam
defekt budowy. Badanie funkcji wyodrebnionych hemoglobin nieprawi-
dtowych, ich reakcji z Ugandami i zjawisk z tym zwigzanych pozwala
wysnuwac¢ wnioski o znaczeniu pewnych aminokwaséw dla wtornej bu-
dowy hemoglobiny i dla jej funkcji. Badania takie przeprowadzono
miedzy innymi na hemoglobinie MIvate, MChica), MKakdkee (43, 51).

W tablicy : przedstawiono zmiany w budowie niektorych hemoglobin
patologicznych, polegajace na podstawieniu jednego tylko aminokwasu
w tafAcusu a lub |3 Zmiany zachodzg zawsze w obu tancuchach danej
pary.

W hemoglobinie Koelliker okreslanej jako a™dBAfy: 2 defekt po-
lega na braku kohAcowej argininy w fafncuchu a (79). Znane sa tez hemo-
globiny, w ktérych aminokwasy zmienione sg w dwu miejscach. W he-
moglobinie CHarriemnastepuje to w obrebie jednego tancucha. W pozycji o
tancucha |3 kwas glutaminowy zastgpiony jest przez waline, a w pozycji
73 — kwas asparaginowy przez asparagine (22). Obserwowano takze
zmiany w obrebie obu par tancuchéw: w hemoglobinie Memphis/S
i Memphis/C zmianie w pozycji 23 tafcucha a, typowej dla hemoglobiny
Memphis (Glu->Glu—NH2), towarzyszy podstawienie glutaminy w po-
zycji « tancucha @ przez waline w pierwszym badz lizyne w drugim
przypadku (73).

m~nLepore’ A~Boston’ "ArLepore Hollandia | HOPIOS zawierajg diugie nieprawi-
dtowe sekwencje aminokwasowe. Wystepuja w nich cate odcinki tancu-
cha s wbhudowane w fahAcuch Uwaza sie, ze przyczyng tego jest cros-
sing over w obrebie cistron6w warunkujacych sekwencje aminokwasow
tancuchow p iy (15).

Hemoglobiny zwierzece. Hemoglobiny krwi zwierzat wykazujg za-
zwyczaj wieksze niz u czlowieka zrdéznicowanie u jednego osobnika.
Rdézne hemoglobiny prawidlowe moga u zwierzat wystepowaé w wiek-
szych ilosciach jako sktadniki gtowne, a nie drobne domieszki. Hemo-
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Tablical

Ro6znice w budowie hemoglobin nieprawidtowych i hemoglobiny A

Typ hemoglobiny

r
Gphiladelphia
~Indonesia
Guonolulu) GChinese
Memphis

Mexico
Shimonoseki

J Oxford

Jjledellin

Norfolk

Lperrara

Gparis

Msoston

Mxvatej MKankakee
Chesapeake

Hikari

N, Jenkins
Dibadan

Ggan Jose
Kjbadan
JMeinung) Jliorat»
J Bangkok
Gcoushalta

G Galveston
Dpunjabi Dchieago
Seatle

S

c

E

OArab

Agenogi

Siriraj
Milwaukee
Koeln

G Accra
Tokuchi
Mgaskatoom Mjj,a(joni»
Mnamburg
Kenwood
Zurich

Aminokwas

Hb niepra-
widtowa

Hb A

Zmiany lancucha a

Liz Asp
Asp Liz
Glu Liz
Glu Glu-NH2
Glu ' Glu-NH2

Glu-NH?2 Glu
Glu-NH2 Arg

Gli Asp
Gli Asp
Gli Asp
Asp Gli
Asp ?

His Tyr
His Tyr
Arg Leu

Zmiany tancucha 3

Liz Asp
Liz Glu
Tre Liz
Glu Gli
Gli Glu
Gli Asp
Glu Ala
Glu Ala
Glu Glu-NH?2
Ala Glu
Glu Wal
Glu Liz
Glu Liz
Glu Liz
Glu Liz
Glu Liz
Wal Glu
Wal Met
Asp Asp-NH3
His Tyr
His Tyr
His Asp
His Asp

Pozycja

Odnosnik

w tafAcuchu literaturowy

16 16
68 >
116 »
30 »
23 73
54 16
54 .
15 vy
22 »
57 vy
47 "
6,4,74, lub 85 76
58 16
87 112
92 30
61 16
95 34
87 16
7 »
41 lub 56 »
56 21, 30
22 16
43 >
121 »
70 lub 76 M
6 i
6 "
26 ”
121 »
90 81
7 16
67 »
98 29
77 16
2 "
63 37, 83
143 16
63 vy

[4]
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globina konska ma dwa sktadniki gtowne, zawierajgce jednakowe tan-
cuchy a, lecz rézne i3 kontrolowane przez odrebne geny. We krwi my-
szy wystepuje kilka hemoglobin, réznigcych sie budowg zaréwno a jak
i @tancuchow (88, 90, 92). Owce homozygotyczne majg badz hemoglo-
bine A, badZz B, heterozygotyczne za$ oba typy. Hemoglobiny te réznig
sie znacznie budowg tancuchdw @ (23). Lancuchy a hemoglobin zwierze-
cych zawieraja przewaznie 141 a (3— 146 aminokwasow, przy czym od
ludzkich odrdznia je sekwencja aminokwasowa. Wydaje sig, ze zachodza
pewne prawidtowosci zaleznie od gatunku. Zuckerkandl i wsp.
(119, 121), badajac ,,fingerprint” peptydowy hemoglobin matp obserwo-
wali, ze peptydy te réznig sie zaledwie nieznacznie od peptydow hemo-
globiny ludzkiej A. Duze podobienstwo wzajemne wykazujg peptydowe
produkty trawienia trypsyng hemoglobin przezuwaczy. Rowniez i ,,fin-
gerprinty” peptydowe hemoglobin réznych gryzoni cechuje duza zbiez-
no$¢é. Oba te rodzaje réznig sie znacznie miedzy sobg i od krwi ludzkiej
(25). W sekwencji aminokwasowej tancuchéw a i [3 oraz mioglobiny
wiele aminokwasow, zajmuje identyczne lub bliskie pozycje. Szczegdlnie
duze podobienstwo zachodzi miedzy mioglobing i tafcuchem a. We
wszystkich prawidtowych hemoglobinach ludzkich tahcuchy a sg iden-
tyczne, a w wiekszosci zwierzecych wykazujg duza jednorodnos$¢ i sg
mniej zréznicowane niz 3 Szereg danych wskazuje, ze mioglobing i fan-
cuchy hemoglobin sg produktem ewolucji jednej czasteczki. Wydaje sie,
ze roéznice w sekwencji aminokwasowej hemoglobin u réznych gatun-
kéw zwierzat sg wyktadnikiem tego, w jakim czasie gatunki te oddzielity
sie od wspdlnego przodka (120).

2. Struktura przestrzenna hemoglobin

Struktura przestrzenna mioglobiny i hemoglobiny wyjasniona zosta-
ta dzieki dokonanej przez Perutza i Kendrew analizie rentgeno-
graficznej krysztatéw tych biatek (32, 70, 71, 87). Istnieje ogromne po-
dobienstwo wielko$ci i ksztattu czasteczki mioglobiny i tafcuchéw he-
moglobiny wszystkich gatunkéw ssakow i cztowieka. W zbadanej przez
Kendrew mioglobinie nasienia wieloryba #fancuch polipeptydowy jest
ciasno zwiniety, tak ze przekrdj poprzeczny czasteczki jest kolisty. Lan-
cuch tworzy naprzemian proste segmenty i pozaginane nieregularne
odcinki. Okoto 70°/o taficucha jest prawoskretng a-spiralg. Wyr6zni¢ moz-
na 8 odcinkéw spiralnych, tworzacych proste segmenty czasteczki, oraz
8 odcinkéw niespiralnych, lezacych miedzy nimi a takze w C-koncowym
cdcinku tancucha. Cztery reszty proliny umieszczone sg w zagieciach
tancucha. Struktura jest bardzo zwarta, wnetrze czgsteczki jest hydro-
fobowe i prawie pozbawione ptynu. W kieszonce utworzonej przez tan-
cuch, blisko powierzchni, znajduje sie hem. Fe2+ hemu potgczone jest
z resztg histydyncwa w pozycji 92, reszty propionowe z argining. We-
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wnetrzna cze$¢ hemu umieszczona blisko czesci tancucha bogatej w ami-
nokwasy aromatyczne otoczona jest ich hydrofobowymi tafcuchami
bocznymi.

tancuchy a i [3hemoglobiny konskiej i ludzkiej tworzg prawie regu-
larny czworoscian. Kazdy z taficuchéw zawiera 8 odcinkéw spiralnych,
przedzielonych niespiralnymi. W odrdznieniu od mioglobiny w tancu-
chach a i @N-kohcowe odcinki maja budowe niespiralng, za$§ C-kohico-
we — spiralng. Odcinki spiralne nadaja czasteczce jej zwartosé i stabil-
no$¢, ale jak sie wydaje, sg jej najmniej swoistymi miejscami. One wta$-
nie wykazuja najwieksze podobienstwo wzajemne w tancuchach, a pod-
stawienie aminokwasow w hemoglobinach nieprawidtowych nastepuje
znacznie czesciej w odcinkach spiralnych niz niespiralnych (25).

Budowa trzeciorzedowa mioglobiny utrzymywana jest dzieki wigza-
niom wodorowym struktury wtérnej oraz sitom van der Waalsa. Chociaz
istniejg takze wigzania jonowe miedzy polarnymi grupami, sg one jed-
nak tak nieliczne, ze zapewne nie odgrywajg wiekszej roli (69). Wydaje
sie bardzo prawdopodobne, ze w czasteczce hemoglobiny rzecz ma sie
podobnie.

Budowa tafncuchéw a i p jest wzajemnie komplementarna. tancuchy
réznoimienne przylegajg $cisle do siebie, natomiast jednoimienne majg
mato punktéw stycznych i kontakt ich jest bardzo luzny. Wyniki bada-
nia chemicznego hemoglobiny i tatwosé, z jakg czgsteczka rozpada sig
na podjednostki wskazujg, ze w utrzymaniu struktury czwartorzedowej
nie biorg udzialu wigzania kowalencyjne. Znacznie bardziej prawdopo-
dobne jest, ze cztery tancuchy #3cza sie miedzypeptydowymi wigzania-
mi jonowymi i wskutek réznych oddziatywan niejonowych. Wiekszo$¢
polarnych taficuchéw bocznych w mioglobinie i przypuszczalnie w tan-
cuchach a i @lezy na powierzchni, tak ze zachodzi mozliwos¢ oddziaty-
wan na duzych powierzchniach kontaktu miedzy nieidentycznymi pod-
jednostkami (25).

Czasteczki hemoglobiny majg zdolno$¢ do rozpadania sie na podjed-
nostki w kwasnym i zasadowym pH oraz w stezonych roztworach soli
i mocznika (36, 49, 101). Masa czasteczkowa maleje do potowy pierwot-
nej wartosci. Produktem dysocjacji jest przypuszczalnie dimer, sktada-
jacy sie z jednego tancucha a i jednego [3 (9, 48). Wyniki badan nad
hybrydyzacjg tancuchéw przemawialy poczatkowo na korzy$¢ powsta-
wania asymetrycznych podjednostek a2i [ poniewaz hybrydy powstate
przez przeprowadzenie dysocjacji dwu réznych hemoglobin z nastepna
rekombinacjg podjednostek zawieraty zawsze po dwa jednakowe tafcu-
chy jednoimienne i nigdy nie otrzymano hybrydu o dwu roznych c
czy [3 tancuchach. Obecnie sadzi sie jednak, ze hybrydy powstajg nie
z dimeréw, ale monomeréw tworzgcych sie wskutek dalszej dysocjacji
czasteczek (9, 47, 48). Obserwowano powstawanie produktéw dysocjacji
0 nizszym niz dimery ciezarze czasteczkowym.
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Wyniki badania struktury przestrzennej hemoglobiny promieniami
rentgenowskimi sg zgodne z danymi uzyskanymi droga badan fizyko-
chemicznych i analizy chemicznej tanncuchéw. Wtasnosci hydrodynamicz-
ne sugerujg rowniez kulisty ksztatt czasteczki, a zawartosé struktury spi-
ralnej jest identyczna przy oznaczeniu jej rentgenograficznie i metoda
pomiaru skrecalnosci optycznej (20). Ksztatt czgsteczki uwarunkowany
jest kolejnoscig utozenia aminokwasow. Niektore z nich wystepuja
w identycznych lub bliskich miejscach tancuchéw we wszystkich hemo-
globinach ssakéw ite zapewne warunkujg ich zblizony ksztatt. Na przy-
ktad proliny znajdujg sie zawsze w zagieciach tancucha, w odcinkach
niespiralnych, przy ich przejsciu w spiralne. Na ksztatt czasteczki w du-
zej mierze wplywa tez oddziatywanie miedzy czeScig biatkowg a grupa
prostetyczng. | pod tym wzgledem zachodzi duze podobiefAstwo miedzy
wszystkimi hemoglobinami — utozenie hemu w tancuchu, sposéb wiaza-
nia, rodzaj i pozycja aminokwasow, z ktérymi sie tgczy sag identyczne
lub bardzo zblizone.

3. Zmiany konformacyjne hemoglobiny

Konformacja czasteczki hemoglobiny ulega ustawicznym zmianom
i ta jej plastyczno$¢ warunkuje specyficzne zdolnosci funkcjonalne he-
moglobiny. ZaleznoS$ci te sg przedmiotem coraz liczniejszych badan. Ro-
dzima globina rézni sie znacznie budowga przestrzenna od hemoglobiny.
Zmiana konformacji wywotana obecnoscig hemu warunkuj,e réznice we
witasciwosciach czasteczki. Wiasnosci fizykochemiczne i funkcjonalne
czasteczki rekombinowanej z natywnej globiny i protohemu sg identycz-
ne z rodzimg hemoglobing, rézne natomiast od globiny (6, 99). Hemoglo-
bine cechuje znacznie wieksza odporno$¢ na denaturacje i trawienie
enzymami proteolitycznymi niz globine. Réznice wystepuja tez w cie-
zarze czasteczkowym, punkcie izoelektrycznym, reakcjach z biekitem
bromotymolowym i witasciwos$ciach immunochemicznych (12, 91, 98).

Konformacja czasteczki hemoglobiny zalezy tez od stanu zelaza i zmie-
nia sie przy zmianie jego wartosciowosci lub przytgczeniu ligandu. Ba-
dania dyfrakcji rentgenowskiej czasteczek ferrihemoglobiny, hemoglo-
biny i oksyhemoglobiny wykazaty, ze utlenienie, redukcja i utlenowanie
grupy prostetycznej wywotujg znaczne zmiany konformacyjne czesSci
biatkowej (89). Wydaje sig, ze polegajg one gtdwnie na przemieszczeniu
podjednostek wzgledem siebie, a nie na innym zwinieciu poszczeg6lnych
ftancuchdw, a wiec sg zmianami struktury czwartorzedowej. Najwiek-
szym przesunieciom ulegaja taricuchy @ ktore w zredukowanej hemoglo-
binie odsuwaja sie od siebie i oddalajg od srodka czasteczki, przy czym
odlegto$¢ miedzy hemami wzrasta (85). Badania dyspersji skrecalnosci
optycznej wskazujg, ze zawarto$é struktury spiralnej nie zmienia sie
przy utlenowaniu hemoglobiny (26, 116). Zmiany struktury czwarto-

3 Postepy Biochemii
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rzedowej, wywotane przytgczeniem ligandu pociggajg za sobg zmiany
wiasciwosci czasteczki. Jak wykazat Haurowitz (50) w swym kla-
sycznym dos$wiadczeniu, krysztaty oksyhemoglobiny ulegaja rozpadowi
po odtgczeniu tlenu od czasteczki. Po przytgczeniu ligandu zmienia sie
rozpuszczalno$¢ czglsteczek hemoglobiny, jej wilasnosci dielektryczne
i lepko$¢. Obecno$é ligandu zmniejsza powinowactwo czasteczki do sub-
stancji typu biekitu bromotymolowego (12, 77, 103). Reaktywnos$¢ czyn-
nej grupy SH wzrasta po utlenowaniu (18, 93). Zmienia sie roéwniez
wrazliwo$¢ na trawienie enzymami proteolitycznymi. Karboksypepty-
dazy trawig oksyhemoglobine silniej niz hemoglobine. Szczegdlnie duza
réznica zachodzi w dziataniu karboksypeptydazy A. Trawi ona tan-
cuch |3 co potwierdza przypuszczenie, ze ten wilasnie tahncuch ulega
zmianom konformacyjnym w czasie przytaczania ligandu (118).

Ze zmianami konformacyjnymi czasteczki zwigzane jest rowniez tzw.
oddziatywanie hem — hem. Nazwa ta, og0lnie przyjeta, nie oznacza jed-
nak bezposredniego dziatania miedzy hemami. Mechanizm oddziatywa-
nia hem — hem polega przypuszczalnie na tym, ze zmiana w grupie
prostetycznej jednego z tancuchow polipeptydowych powoduje zmianeg
konformacji innych, zmieniajgc tym samym ich wiasciwosci. Oddziaty-
wanie hem — hem zachodzi¢ moze nie tylko w obrebie jednej czasteczki.

Zwigzek funkcji hemoglobiny z jej zmianami konformacyjnymi omo-
wiony zostanie w nastepnym rozdziale.

I1. Reakcje hemoglobiny z ligandami

Dwuwartosciowe zelazo w czasteczce hemoglobiny ma zdolno$é od-
wracalnego wigzania szeregu ligandéw: Oz, CO, NO, CN-, N2 alkiloizo-
cyjankéw i zwigzkéw nitrozoaromatycznych. Wolny hem oraz chromo-
geny moga rowniez wigza¢ wymienione wyzej ligandy, z wyjatkiem
tlenu. Nie wiadomo doktadnie w jaki sposob biatko zapobiega samoutle-
nieniu zelaza w obecnos$ci tlenu, wydaje sie jednak, ze grupy hydrofo-
bowe aromatycznych aminokwas6w, lezagcych w otaczajacych hem od-
cinkach tancuchow polipeptydowych tworza hydrofobowga bariere nie
dopuszczajgcg do przeniesienia elektronéw na zelazo (115).

Reakcje hemoglobiny z ligandami przebiegaja w daleko bardziej
skomplikowany sposéb niz reakcje mioglobiny, czy tez wolnych tan-
cuchow a i @ Jest to wynikiem obecnosSci czterech centrow wiazacych
i czterech podjednostek w czasteczce i oddziatywania miedzy nimi. Obec-
no$¢ ligandu w jednym z hemdw zmienia powinowactwo pozostatych,
oraz kinetyke reakcji ligandu z nimi. Charakterystyczny ksztalt krzywej
dysocjacji oksyhemoglobiny, efekt Bohra i inne zjawiska w reakcjach
z ligandami spowodowane sg oddziatywaniem hem — hem i zmianami
struktury przestrzennej czasteczki w czasie jej funkcji. W aspekcie
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zmian konformacyjnych da sie rowniez wytlumaczy¢ interesujgce spo-
strzezenie Gibsona (40), ze po raptownej dysocjacji CO od karboksy-
hemoglobiny, zachodzacej przy fotolizie btyskowej, hemoglobina taczy
sie z CO daleko szybciej niz w normalnych warunkach. Ta szybko reagu-
jaca forma hemoglobiny przechodzi nastepnie w zwykita, o ile nie zosta-
nie zwigzana z tlenkiem wegla. Prawdopodobnie przy raptownym od-
dzieleniu ligandu hemoglobina nie nadgza z powrdceniem do wyjsciowej
konformacji i pozostaje w bardziej reaktywnej formie, jakg miata w po-
tagczeniu z ligandem.

1. Rdwnowaga reakcji hemoglobiny z Ugandami

Krzywa dysocjacji tlenu oksyhemoglobiny ma ksztatt sigmoidalny a nie
hiperboliczny, jak w przypadku mioglobiny, co oznacza, ze powinowac-
two centréw wiagzacych do tlenu ros$nie ze wzrostem nasycenia tlenem.
Stad wniosek, ze obecno$é tlenu przy pierwszym hemie wzmaga kolej-
no powinowactwo pozostatych, a wiec zachodzi oddziatywanie hem —
hem. Takie oddziatywanie, w ktorym powinowactwo do ligandu wzrasta,
nazwano dodatnim. Przy ujemnym, powinowactwo do ligandu nastep-
nego z kolei centrum wigzacego maleje w poréwnaniu z poprzednim.
Ksztatt krzywej dysocjacji hemoglobiny z innymi Ugandami, tgczacymi
sie z zelazem dwuwartosciowym jest w zasadzie taki sam jak z tlenem,
niezaleznie od rodzaju ligandu. Wydaje sie, ze mechanizm oddziatywa-
nia hem — hem oparty jest we wszystkich przypadkach na tej samej
zasadzie.

Sigmoidalny ksztatt krzywej dysocjacji ligandow obserwuje sie we
wszystkich hemoglobinach prawidtowych cztowieka i innych ssakéw,
oraz w czesci hemoglobin patologicznych. Natomiast krzywa dysocjacji
tlenu hemoglobiny H, posiadajgcej budowe p» ma ksztatt hiperboli. Jak
stwierdzono, w czasteczce tej hemoglobiny nie wystepuje oddziatywanie
hem — hem (19), a jej utlenowanie nie powoduje tez zmian konformacji
biatka (86). Réwniez i otrzymany przez Ranneya i wsp. (90a) droga
hybrydyzacji sktadnik hemoglobiny zawierajacy jedynie tancuchy a
zachowuje sie w obecnosci tlenu identycznie jak hemoglobina H. Zda-
niem autorow dla prawidtowego funkcjonowania hemoglobiny konieczne
jest oddziatywanie miedzy réznoimiennymi tancuchami i za minimalng
jednostke funkcjonalng uwazajg oni dimer a(3. Dimery takie moga rea-
gowa¢ z ligandami w ten sposéb, ze tylko jeden z tancuchdw zwigzany
jest z ligandem. Zdaniem Antoni ni eg o (4 dimery typu ax-(5 Ilub
Px-a sg prawdopodobnie produktami posrednimi reakcji hemoglobiny
z ligandami.

Roéwnowagi reakcji hemoglobiny z ligandami nie da sie okresli¢ pros-
tymi statymi tgczenia i dysocjacji, poniewaz nie odzwierciedlatyby one
oddziatywania miedzy centrami wigzacymi. Zazwyczaj stosuje sie badz
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robwnanie Hilla (52), badz czteroetapowy model Adaira (1), o kto-
rym bedzie mowa pdzniej.

Réwnanie Hilla jest bardzo czesto stosowanym i uzytecznym, choé
empirycznym sposobem przedstawienia réwnowagi reakcji:

] KXD lub Ly
(i-y) (i-y)
gdzie y jest czastkowym nasyceniem hemoglobiny przez ligand, X aktyw-
noscig wolnego ligandu (oznaczong jako p gdy ligand jest gazem), a K
i n statymi empirycznymi. To ré6wnanie nie ma bezposredniego fizyczne-
go znaczenia, ale zgadza sie z danymi doswiadczalnymi reakcji hemo-
globiny z Ugandami'przy wartosciach y pomiedzy 0,01 a 0,9. Wartosci
wyrazenia K lub X V2 (czy p V2, aktwnosci ligandu odpowiadajacej
potowicznemu nasyceniu, oraz n, mierzone gdy y jest bliskie V2 stuzg
do okreslenia powinowactwa do ligandu i ksztattu krzywej réwnowagi.
Wi ielkosci te dajg mozno$¢ poréwnywania danych uzyskanych przy ba-
daniu réznych hemoglobin i w rdznych warunkach. Wielko$¢ n cha-
rakteryzuje tez oddzialywanie hem — hem i uwaza si¢ jg za wskaznik
ilosci wzajemnie oddziatywujacych centréw wigzacych w czasteczce.

W wypadku, gdy w czasteczce jest tylko jeden hem (mioglobing i izo-
lowane tancuchy a i 3 krzywa réwnowagi reakcji z ligandami ma ksztakt
hiperboli, an = 1 (5). Warto$¢ n jest réwna jednosci réwniez i w czastecz-
kach o wiekszej ilosci hemoéw, gdy sg one réwnoznaczne co do reaktyw-
nosci, lecz niezalezne od siebie. Wypadek taki ma miejsce w hemoglobi-
nach niektérych nizszych kregowcéw i bezkregowcow (67, 78), a takze
w niektérych hemoglobinach zmodyfikowanych i nieprawidtowych, na
przyktad w hemoglobinie trawionej karboksypeptydazg A, w hemoglo-
binie H, clg MIV?e, i innych (14, 51, 90a).

W wypadku, gdy w czasteczce jest kilka rdwnowaznych, lecz zalez-
nych od siebie hemdw o dodatnim oddziatywaniu hem — hem warto$¢ n
jest wieksza od jednos$ci (117). Warto$¢ ta jest do pewnego stopnia wskaz-
nikiem iloSci hemow biorgcych udziat w reakcji. Dla hemoglobin ssakéw,
w warunkach fizjologicznych w reakcji z tlenem warto$¢ n wynosi oko-
to 3. Oznacza to, ze ilo$¢ reagujacych hemédw wynosi co najmniej trzy,
lub wiecej. Wartosci n uzyskane dla innych ligandow sa zblizone. Jak
juz wspomniano, przy modyfikacjach czasteczki, zmniejszajagcych od-
dziatywanie hem — hem i wpiywajacych na zmiany konformacyjne
taricuchéw, warto$¢ n zmniejsza sie. Dodatkowym czynnikiem zmniej-
szajacym wartos¢ n moze by¢é wzrost heterogenicznosci uktadu, na przy-
ktad w mieszaninie ré6znych hemoglobin.

Na og6t zmniejszeniu wartos$ci n towarzyszy wzrost powinowactwa
catej czasteczki do tlenu i innych ligandéw. Wysokim powinowactwem
odznacza sie mioglobing, izolowane tancuchy a i @i zmodyfikowane he-
moglobiny. Wydaje sie, ze konformacja niezmienionej hemoglobiny
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utrudnia dostep ligandu do pierwszego hemu. Zmiana tej konformacji,
ktorej towarzyszy tez zanik oddziatywania hem — hem podwyzsza to
powinowactwo (3, 103).

W tablicy 2 przedstawiono zmiany powinowactwa do tlenu, wartos-
ci n i efektu Bchra w zaleznosci od zmian konformacji w zmodyfiko-
wanych hemoglobinach.

Zmiany réwnowagi reakcji hemoglobiny z innymi Ugandami zacho-
dzg zwykle réwnolegle do obserwowanych przy reakcji z tlenem. Od-
dziatywanie hem — hem moze zachodzi¢ nie tylko w obrebie jednej
czasteczki. Na przykiad przy rozpadzie hemoglobin na podjednostki
0 potowie pierwotnego ciezaru czasteczkowego warto$¢ n i powinowac-
two do' tlenu nie zmienia sie, co wskazuje na oddziatywanie miedzy
oddzielonymi podjednostkami w roztworze (7, 100, 102). Réwniez i w he-
moglobinie minoga warto$¢ n jest wieksza niz jeden, chociaz w czastecz-
ce znajduje sie tylko jeden hem (8, 27). Przy ujemnym oddzialtywaniu
hem — hem, gdy powinowactwo nastepnych centréw wigzacych maleje,
warto$¢ n jest mniejsza niz jeden. Zjawisko to obserwuje sie w hemo-
globinach pewnych ryb. (97).

2. Kinetyka reakcji hemoglobiny z ligandami

W hemoglobinach ssakéw reakcja z ligandami zachodzi¢ moze w czte-
rech kolejnych etapach z utworzeniem zwigzkéw posrednich. Taki
obraz reakcji przedstawia nastepujacy schemat Adaira (1):

Hb4+ X k_' Hb4X] K, = -kr'i

ki K]

Hb4X 1+ X«'F=iHb4X 2 =N

"2 "2

K k;

Hb4X2+ X A Hb4x3 K3 = k7

Hbax3+ X X Hbax4 Ka= K
gdzie Hb4 oznacza tetramer hemoglobiny, X — aktywno$¢ ligandu,
K — stalg réwnowagi, k' — statg szybkosci tworzenia sie zwigzku,

k — stalg szybkosci jego dysocjacji. Zgodne z takim schematem okaza-
ty sie wyniki pozniejszych badan kinetyki reakcji hemoglobiny owczej
z ligandami. (41, 45, 105).

Stalg szybkosSci przylaczenia sie pierwszej czasteczki ligandu (ki)
oblicza sie mierzac szybkos$¢ reakcji w pierwszych jej stadiach i ekstra-
polujgc do czasu 0 (41). Statg ki mierzy sie w aparacie do fotolizy btys-
kowej, odszczepiajgc fotochemicznie niewielkg porcje przytagczonego li-
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gandu, przy czym zakiada sie, ze rekombinacja zachodzi wedtug sche-
matu: Hb4Xs+ X->Hb4X. (39). Inng metodg jest badanie fotolizg btys-
kowg roztworu hemoglobiny, bedgcej w réwnowadze z dwoma Ugan-
dami, roznigcymi sie znacznie wrazliwoscig na fotolize (41). Stalg dy-
sccjacji czwartej czasteczki ligandu — k4 oznacza sie w reakcjach,
w ktérych jeden ligand zastepuje sie innym w warunkach petnego na-
sycenia hemoglobiny. Stosujac r6zne stezenia ligandu X przy znanym
stezeniu ligandu Y mierzy sie szybko$¢ zastgpienia X przez Y (44). State
kinetyczne reakcji hemoglobiny owczej z réznymi ligandami zestawit
Antonini (3).

Szybkos$¢ tgczenia sie ligandu z czwartym hemem (k") przewyzsza
znacznie szybko$¢ reakcji pierwszych trzech, co jak sie zdaje warunkuje
sigmcidalny ksztatt krzywej rownowagi. Dotyczy to zaréwno tlenu, jak
i — whbrew pierwotnym przypuszczeniom — CO i innych ligandow.
Stosunek k~/k/ ktory jest wyktadnikiem oddziatywania hem — hem,
wykazuje duze réznice przy reakcjach z réznymi ligandami, co moze
wskazywac na ilosciowe jak i jakosciowe réznice oddziatywania hem —
hem w zaleznosci od ligandu (42). Wedtug hipotezy Paulinga przy-
taczeniu pierwszego ligandu towarzyszy zmiana konformacji pozosta-
tych tafncuchow. ,RozluZnienie” struktury usuwa przeszkody przestrzen-
ne i znacznie utatwia dostep nastepnych czasteczek ligandu do centréw
wigzgcych (38). Poglad ten stoi jednak w pewnej sprzecznosci z obec-
nymi wiadomos$ciami, wedtug ktorych hemy lezg blisko powierzchni
czgsteczki hemoglobiny.

3. Wplyw réznych czynnikéw na réwnowage reakcji hemoglobiny z ligandami

Wptyw pH — ejekt Bohra. W hemoglobinach ssakéw sigmoidalny
ksztatt krzywej réwnowagi z tlenem pozostaje w zasadzie niezmienio-
ny przy réznych pH. Warto$¢ n rowniez nie zmienia sie w zakresie pH
od 50 do 10,0. Natomiast powinowactwo do tlenu zalezne jest w duzej
mierze od pH (rysunek 1).

Powinowactwo do tlenu, wyrazone jako p V2 z rownania Hilla jest
minimalne przy pH 6,0—6,5 i wzrasta silnie przy bardziej kwasnym i bar-
dziej zasadowym pH. Zjawisko to nosi nazwe efektu Bohra, przy czym
zmiany w zakresie pH powyzej pH 6,5 okre$la sie jako normalny, a po-
nizej — odwrotny efekt Bohra. Drugim aspektem efektu Bohra jest
zalezno$¢ powinowactwa hemoglobiny do jonéw wodorowych od przy-
taczenia, czy tez odszczepienia tlenu w grupie prostetycznej (rysunek 2).

Oba aspekty efektu Bohra majg wielkie znaczenie dla prawidiowej
wymiany i transportu gazéw, oraz regulacji tych proceséw w rdznych
stanach fizjologicznych organizmu.

Efekt Bohra jest wyrazem funkcjonalnego wspdétdziatania grup pro-
stetycznych i jonizujgcych ugrupowan czesci polipeptydowej czasteczki.
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Powstaje pytanie, czy utlenowanie kazdego z hemdw ma ten sam wptyw
na jonizacje grup. Zdaniem Wymana zachowanie sigmoidalnego ksztattu
krzywej rownowagi z tlenem w réznych pH sugeruje powigzanie fun-
kcjonalne wszystkich czterech hemoéw z jonizacja takich samych grup
w poszczegoOlnych tahncuchach. Za tym, ze utlenowanie kazdego hemu
ma ten sam wplyw na dane grupy przemawia réwniez liniowa zalezno$¢

pH
Rys. 1 Efekt Bohra i wartosci n hemoglobiny ludzkiej w réznych buforach

(wedtug 13)

Stezenie hemoglobiny 3—5 mg/ml, t. ?20°C. 9 — w 0,2M fosforanie, O — w 0,4M octanie,
A — w 0,05M boranie, A — w 0,4M mieszaninie glicyny i NaOH.

pH -~

Rys. 2. Wartosci AX jako funkcja pH (wedtug 13)
Stezenie hemoglobiny 3—5 mg/ml, t. 20°C. X — ilo§¢ protonéw zwigzanych przez oksyhemo-
globing, X’ — ilo$¢ protonéw zwigzanych przez hemoglobinge. Krzywa 1—2'5X10—s fosforan.

Krzywa 2—0,2M fosforan, 0,4M octan, 0,06M boran, lub 04M glicyna — NaOH bez dodatku soli.
Krzywa 3—0,15M fosforan + 2M NaCl. Krzywa 4—0,15M fosforan + 5M NacCl.

miedzy procentem wysyeenia hemoglobiny tlenem a pobraniem proto-
ndéw przez czasteczke (117). Natomiast wyniki doswiadczen Raughto-
na i wsp. (105) wykonanych na hemoglobinie owczej przemawiajg za
istnieniem pewnych ré6znic w efekcie Bohra zwiagzanych z utlenowaniem
poszczegb6lnych hemow.
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Zalezno$¢ miedzy powinowactwem do tlenu a zdolnoScig wigzania
protonéw wyraza nastepujace réwnanie:

Slogpl/i2 =X, _X,= AX

SpH
gdzie X" jest liczbg protonéw zwigzanych przez oksyhemoglobine,
X' — przez hemoglobine, a p V2— ci$nieniem 02 przy potowicznym wy-
syceniu.

Réwnanie to mozna stosowaé, gdy ksztatt krzywej dysocjacji nie
zmienia sie w zaleznosci od pH. Zgodno$é miedzy wartoscig AX obli-
czong ze zmiany powinowactwa do tlenu wedtug tego réwnania, a mie-
rzong bezposrednio wykazano dla hemoglobiny konskiej i ludzkiej, przy
czym istnieje ona réwniez w warunkach, gdy hemoglobina dysocjuje
na dwie podjednostki — dimery (10, 11, 117).

Zagadnienie ilosci grup jonizujacych, ich budowa chemiczna i miej-
sce w tancuchach polipeptydowych nie jest wcigz jeszcze wyjasnione.
Z wartosci AX, ktora osigga maksimum okoto 0.6 rGwnowaznika na hem
whnioskuje sie, ze w efekcie Bohra zaangazowana jest conajmniej jedna
grupa jonizujaca na czasteczke przytaczonego tlenu. Wydaje sie, ze w kaz-
dej z faz efektu Bohra tzn. tak w efekcie normalnym jak i odwrotnym
bierze udziat jedna grupa jonizujgca. Zaktadajac udziat dwu grup joni-

zujacych w dwu fazach efektu Bohra, mozna obliczy¢ pH tych grup
z réwnania.:

logpl/2 = stata = log. (H++ KO (H++ Kn
9P g ((H++Ki)((H++K')

gdzie K|' i K" sg statymi dysocjacji obu grup jonizujgcych oksyhemo-
globiny, a Ki i K'2— hemoglobiny. W ten spos6b obliczono wartosci pK
dla grup jonizujacych hemoglobiny ludzkiej i konskiej i okazato sie,
ze jedna z grup ma charakter silniej, a druga stabiej kwasowy. War-
tosci pK grup jonizujacych oksyhemoglobiny i hemoglobiny ludzkiej
przedstawiono w tablicy 3.

Jak wida¢ z tablicy 3 efekt Bohra zalezy od stezenia sold w $rodo-
wisku — zmniejsza sie on z wzrostem sity jonowej, a przy T/2 réwnym
5 zanika zupetnie. W granicach 172 pomiedzy 0,2—0,4 wartosci pK obu
grup jonizujacych zmieniajg sie — jednej z 8,25 na 6,95, drugiej za$
z 5,30 na 5,90. Wartosci ApK hemoglobiny konskiej sa podobne do ludz-
kiej dla obu grup. Wydaje sie, ze w odwrotnym efekcie Bohra, w za-
kresie pH ponizej 55 bierze udziat jeszcze jedna, pomocnicza grupa (10).

Poczatkowo obie grupy jonizujace uwazane byty za niezalezne i nie
oddziatywujgce na siebie. Jednakze dane dotyczgce hemoglobiny ludz-
kiej (2) oraz minoga (8) wskazujg na mozliwos¢ oddziatlywania wzajem-
nego miedzy tymi grupami.
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Tablica 3

Wartosci pK grup jonizujacych hemoglobiny ludzkiej wptywajacych na efekt Bohra (t20°C)

(wedtug 13)
r/2
2:5—15X 0.15—0.4 2.2—25 52—55
XI10-3
Hemoglobina
pK\ 7.71 8.25 8.29 8.16
pK2 4.92 5.30 6.33 6.90
Oksyhemoglobina
pKi 6.17 6.95 7.28 7.80
pK2 5.72 5.90 6.81 6.98
ApK: -1.54 -1.30 —1.01 -0.36
ApK?2 0.80 0.60 0.48 0.08

Budowa chemiczna grup warunkujgcych normalng i odwrotng faze
efektu Bohra nie jest jeszcze ostatecznie ustalona. Wy man (117) przy-
puszcza, ze w obu fazach chodzi o pierScief imidazolowy reszt histydy-
nowych, poniewaz zakres pH, w ktérym wystepuje efekt Bohra jest
identyczny z zakresem, w ktérym zachodzi dysocjacja grup imi-
dazolowych, a ciepto jonizacji grup sprzezonych z utlenowaniem
odpowiada cieptu jonizacji grup imidazolowych (6000 cal). ROw-
niez i wyniki Beneschow (17), uzyskane przy badaniu wptywu N-
etylcmaleimidu na efekt Bohra potwierdzajag hipoteze imidazolowa.
Jezeli nawet grupami zaangazowanymi w efekt Bohra sg reszty histydy-
nowe, to nie chodzi tu o te, ktore wigza sie z zelazem hemu bezposrednio.
To samo wigzanie bowiem wystepuje w mdoglobinie i pozostaje niezmie-
nione w wyizolowanych tancuchach a i P, w ktérych brak jednak efektu
Bohra. Rowniez i w tych hemoglobinach nieprawidtowych i zmodyfiko-
wanych, w ktorych efekt Bohra nie wystepuje (patrz tablica 2), wigza-
nie Fe2+—histydyna jest nienaruszone. Nie jest tez wykluczony udziat
innych grup w efekcie Bohra. Na podstawie badan wptywu temperatury
na ten efekt powstata koncepcja, ze w efekcie odwrotnym udziat bierze
grupa karboksylowa, w normalnym za$§ — imidazolowa lub aminowa
(11, 96).

Wydaje sig, ze dla efektu Bohra konieczny jest udziat zarowno tan-
cuchdw a jak i p. W hemoglobinie H (4) i <« efekt Bohra nie wystepuje.
Riggs i Herner (94) sugerujg specjalne znaczenie i wiekszy udziat
tancuchéw p.

Efekt Bohra nie jest zjawiskiem zwigzanym wylgcznie z utlenowa-
niem hemoglobiny. Wystepuje on rowniez przy reakcji hemoglobiny
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z tlenkiem, wegla, etyloizocyjankiem i innymi ligandami (63, 66). | przy
tych ligandach ksztatt krzywej dysocjacji nie zalezy od pH.

Skoro grupy warunkujgce efekt Bohra sg odlegte od grup hemu i nie
sg z nim bezposrednio zwigzane, wspéitdziatanie ich z hemem zachodzi
prawdopodobnie za po$rednictwem zmian konformacji biatka. W czasie
denaturacji biatka zachodzg duze zmiany pK grup jonizujgcych (113).
Zmiana konformacji biatka podczas utlenowania moze pocigga¢ za soba
zmiane oddziatywan elektrostatycznych pewnych grup i modyfikacje
wartosci pK. Efekt Eohra zmniejsza sie w stezonych roztworach soli,
gdzie sity elektrostatyczne sg znacznie zredukowane. Poniewaz w cza-
sie utlenowania zmienia sie gtéwnie uktad wzajemny tancuchéw, a nie
ich budowa trzeciorzedowa, mozna przypuszcza¢, ze efekt Bohra za-
chodzi wskutek oddziatywania grup umieszczonych na styku taricuchéw
« i P. We wszystkich przypadkach znacznych zmian konformacji biatka
i zaniku oddzialywania wzajemnego’ miedzy tancuchami zanika i efekt
Bohra. Wydaje sie, ze mechanizm tego tak waznego dla prawidtowej
funkcji hemoglobiny zjawiska polega na zmianach struktury przestrzen-
nej czasteczki (3).

Wptyw soli. Ksztatt krzywej rownowagi hemoglobiny z tlenem oraz
powinowactwo do tlenu zalezne sg od stezenia soli w srodowisku. W nis-
kich stezeniach soli ksztatt krzywej staje sie mniej sigmoidalny, po-
winowactwo do tlenu wzrasta. Przy 172 ponizej 1X10-4 warto$¢ n jest
niska (1,3—1,4), przy wzroscie stezenia soli wzrasta do 3 i utrzymuje
sie na tym poziomie nawet w wysokich stezeniach, mimo dysocjacji he-
moglobiny do dimerow (102). Przy statej sile jonowej zmiany ksztattu
krzywej nie zalezg od rodzaju jonow, natomiast powinowactwo do tle-
nu zmienia sie w niejednakowym stopniu w obecnosci réznych jonow.
Mechanizm dziatania soli na rownowage tlenowga jest niejasny — mozli-
we, ze w pewnej mierze zalezy on od wigzania jondw przez grupy tan-
cuchéw polipeptydowych zwigzanych funkcjonalnie z procesem utleno-
wania.

Wptyw stezenia hemoglobiny. Ksztatt krzywej dysocjacji tlenu zmie-
nia sie nieco wraz ze zmiang stezenia hemoglobiny w roztworze. W bar-
dziej rozcienczonych roztworach ksztatt krzywej jest mniej sigmoidalny,
powinowactwo do tlenu nizsze (53). Wartos¢ n w 0,5M fosforanie zmniej-
sza sie z 3,3 do 2,5 przy rozcienczeniu hemoglobiny z 6,5 do 0,25 mg/ml
(104). Nalezy wzig¢ pod uwage, ze wszelkie pomiary reakcji przeprowa-
dza sie zwykle w rozcienczonych roztworach, podczas gdy w krwinkach
stezenie hemoglobiny osiaga 30%, co moze w duzym stopniu zmieniac
zachowywanie sie hemoglobiny in vitro.

Wptyw temperatury. AH hemoglobiny ludzkiej, mierzone w zasado-
wym pH (gdzie ciepto jonizacji grup czynnych w efekcie Bohra jest mi-
nimalne) wynosi okoto -14 kcal na mol przytgczonego tlenu (11). Powi-
nowactwo hemoglobiny do tlenu i innych ligandéw zalezy od tempera-
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tury, i to nawet w przypadku modyfikacji czasteczki, powodujgcych
zmiany warto$ci n i p 1/2 (14, 103, 117).

Ksztatt krzywej rownowagi tlenowej nie zmienia sie w gtéwnej swej
czesSci w zaleznosci od temperatury, wydawato sie wiec, ze AH jest jedna-
kowe dla wszystkich hemow (117). Roughton i wsp. (105) obserwo-
wali jednak niewielkie zmiany w skrajnych odcinkach krzywej réwno-
wagi hemoglobiny owczej z tlenem. Obliczenia dokonane na tej podsta-
wie wykazaty, ze ciepto wigzania pierwszego hemu przewyzsza $rednig
o okoto 5 kcal. AHx obliczone przez niego wynosi -15700 kcal, AH2 —
-11400 kcal, AH3 -7800 kcal i AH4 -8700 kcal. Moze to oznaczaé, ze naj-
wieksze zmiany entropii zwigzane sg z przytgczeniem tlenu do pierwsze-
go hemu i wtedy tez zachodzg najwieksze zmiany konformacyjne czga-
steczki (77).
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KRYSTYNA KONOPKA*

Defekty enzymatyczne krwinek czerwonych

Enzymatic Defects of Red Cells

The fenzymatic defects of erythrocytes conceming enzymes participating in the
red blood cells metabolism are discussed.

Przyczyng pewnych zaburzen metabolicznych krwinek czerwonych
sq defekty enzymatyczne. Dotyczy to gtdwnie wrodzonych niedokrwis-
tosci hemolitycznych oraz wrodzonej methemoglobinemii. Brak enzymu
lub uposledzenie aktywnos$ci enzymatycznej w chorobach dziedzicznych
jest uwarunkowane genetycznie.

Defekty krwinek czerwonych mozna podzieli¢ na trzy grupy:

1. defekty enzymow biorgcych udziat w metabolizmie erytrocytéw

2. defekty enzymow zwigzanych z syntezg hemu

3. hemoglobinopatie — spowodowane nieprawidtowg strukturg czesci
biatkowej Hb.

Niniejsza praca omawia pierwszg grupe defektow enzymatycznych
obejmujaca: I. wrodzone methemoglobinemie, Il. wrodzong niesferocy-
towg anemie hemolityczna, Ill. wrodzony wysoki poziom ATP.

I. Wrodzone methemoglobinemie

MetHb zawierajgca Fe3+ nie jest zdolna do odwracalnego utlenowa-

nia. Poziom jej w warunkach fizjologicznych wynosi do 2°/0 catkowitej
iloSci Hb. Powstawaniu MetHb przeciwdzialaja dwa odrebne mecha-
nizmy:
jeden zalezny od swoistej budowy czasteczki Hb, nadajgcej atomowi
Fe2+ hemu szczegdélng odporno$¢ na dziatanie czynnikdéw utleniaja-
cych (39)
i drugi o charakterze enzymatycznym, ktory stanowig dwa uktady tak
zwanych reduktaz MetHb, redukujgce nieczynng MetHb do aktywnej
pod wzgledem oddechowym Hb (15). Noszag one nazwe ukladéw stabi-
lizacji Hb (33). Pierwszy z tych uktadow korzysta ze zredukowanego
NADP jako donatora wodoru dziatajgc poprzez cykl pentozowy, drugi —
ze zredukowanego NAD i jest zwigzany z glikolizg (schemat 1).

* Lek. med., mgr biochemii, Kierownik Dzialu Laboratoryjnego Stacji Krwio-
dawstwa w todzi.
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W mechanizmie redukcji MetHb udowodniono takze udziat gluta-
tionu (36). GSH utrzymuje czynno$¢ metaboliczng wielu enzymoéw wy-
magajacych wolnych grup SH: heksokinazy, dehydrogenazy gluko-
z0-6-P, dehydrogenazy 6-P glukonianu, dehydrogenazy fosfogliceroal-
dehydu (16). W erytrocycie istniejg dwa enzymy redukujgce GSSG:

Schemat 1. Redukcja MetHb wedtug (44)

reduktaza zredukowany NAD:GSSG (reakcja 1) i reduktaza zredukto-
wany NADP:GSSG (reakcja 2). Powodujg one, ze przewazajgca Czesé
glutationu w erytrocytach wystepuje jako GSH.

zred. NAD+ GSSG->NAD 2GSH 1
zred. NADP+GSSG->NADP+2GSH 2

Spadek aktywnosci reduktaz GSSG powodujacy sktonno$¢ do methe-
moglobinemii moze by¢ wywotany dziedzicznym brakiem dehydroge-
nazy glukozo-6-P (4) lub wrodzonym defektem enzymatycznym erytro-
cytu przy prawidtowym poziomie tego enzymu (10).

Mozliwos¢ nieenzymatycznej redukcji MetHb przez GSH (reakcja 3)

MetHb+2GSH-*Hb+GSSG 3

jest zagadnieniem dyskusyjnym (15). Szeinberg i Clejan (52
donie$li o powstawaniu wigzah dwusiarczkowych podczas inkubacji Hb
z GSSG wedtug reakcji 4.

HbA-fGSSG->HbA-SSG+GSH ' 4

Reakcja ta zachodzi takze w nienaruszonych erytrocytach.

Syntezg Hb i reduktaz MetHb kierujg uktady genetyczne, a wynikiem
ich mutacji moze by¢: nieprawidtowa budowa czasteczki Hb oraz nie-
prawidlowa budowa lub zahamowanie syntezy reduktaz MetHb. Te ge-
netyczne mutacje moga narusza¢ naturalne mechanizmy chronigce Hb
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przed utlenianiem do MetHb. Klinicznym nastepstwem tych defektéw
jest wrodzona sinica. Oba rodzaje zburzern dziedziczg sie jako cechy
autosomalne, jednak budowe czasteczki Hb okreslaja geny dominujace
lub Scislej rownorzedne (39), zas wytwarzaniem reduktaz kierujg geny
recesywne. Zatem przy nieprawidtowej Hb sinica przekazywana jest
z pokolenia na pokolenie, za$ przy braku jednej z reduktaz MetHb si-
nica w rodzinie obcigzonej moze nie ujawniac¢ sie przez wiele pokolen,
az do momentu pojawienia sie homozygoty recesywnej.

Methemoglobinemie spowodowana odziedziczeniem nieprawidtowej
odmiany Hb opisano po raz pierwszy w 1948 r. (18) w rodzinie niemiec-
kiej. Od tego czasu wykryto kilka odmian nieprawidtowych Hb, ktdre
roznig sie wiasnosciami fizyko-chemicznymi, ale wystepuja pod postacia
MetHb. Obejmuje sie je nazwag hemoglobin grupy M — w odr6znieniu
od innych patologicznych odmian Hb, ktérych przejawem klinicznym
nie jest sinica lecz niedokrwisto$¢ hemolityczna. Nazwy znanych HbM
zawierajg w indeksie miejscowos$¢ rodzinng chorego lub szpitala np.
HbM Chicago, HbM Boston itp. Wystepowanie HbM jest rzadkim za-
burzeniem genetycznym. Na terenie Polski wystepuje uwarunkowana
genetycznie nieprawidtowa odmiana HbM Radom (38), a w 1965 roku
Murawski wykazat u dziecka z wrodzong sinica patologiczng HbM, kté-
rej nadano nazwe HbM Warszawa.

Znacznie czestszg przyczyng wrodzonej methemoglobinemii jest brak
aktywnos$ci jednego z dwdch uktadéw reduktaz MetHb w erytrocytach,
jednak liczba opisanych przypadkéw ogranicza sie takze do kilkudzie-
sieciu. Zaburzenie to, do$¢ czeste w niektdrych grupach ludnosciowych,
spotyka sie rowniez w naszej szeroko$ci geograficznej (40). Sinica w me-
themoglobinemiach ,enzymatycznych” jest objawem zaleznym od wie-
lu czynnikéw zewnetrznych. Zawarto$¢ MetHb we krwi moze wahad
sie od kilku do kilkudziesieciu procent catkowitej Hb.

1. Brak lub niedobér reduktazy zred. NADP:MetHb

Huennekens iwsp. (19) stwierdzili, ze utlenianie glukozy w doj-
rzatych erytrocytach zwieksza sie 20 do 50 razy w obecnosci katalitycz-
nych ilosci btekitu metylenowego, co wskazywatoby, ze utlenianie zred.
NADP w krwince jest ograniczone przez niedob6r donatora elektrondw.
Okazato sie, ze utlenianie glukozy w erytrocytach jest zwigzane z re-
dukcjag MetHb i proces ten jest przyspieszany przez dodanie 10-5M bte-
kitu metylenowego. Huennekens i wsp. (20) wyodrebnili reduktaze
MetHb z ludzkich erytrocytow i wykazali, ze grupg prostetyczng tego
enzymu jest zelazoporfiryna. Koncowymi akceptorami elektron6w moga
byé: 02 MetHb lub cytochrom c, w obecnosci katalitycznych ilosci bie-
kitu metylenowego. Okresowe podawanie biekitu metylenowego moze



korzystnie oddziatywaé w przypadku wrodzonej methemoglobinemii,
charakteryzujacej sie statym wysokim poziomem MetHb w erytrocytach
(powyzej 3Q°0). Prawdopodobnie przy prawidtowej aktywnosSci reduk-
tazy zred. NADP:MetHb bilekit metylenowy nie jest potrzebny, nato-
miast przy jej niedoborze spetnia role przenos$nika elektronow ze zre-
dukowanego NADP na MetHb zwiekszajgc przemiane glukozy droga
cyklu pentozowego. Badania Scotta i wsp. (47) nad wrodzong methe-
moglobinemig u Eskimoséw i Indian z Alaski spowodowang brakiem
jednej z reduktaz MetHb potwierdzajg te doniesienia. U pacjentow z wy-
sokim poziomem MetHb jednorazowe dozylne podanie biekitu metyleno-
wego (Img/kg wagi ciata) powodowato spadek poziomu MetHb, ktéry
po kilku dniach powracat do warto$ci wyjSciowej. Podobne objawy
stwierdzono po doustnym stosowaniu duzych dawek kwasu askorbino-
wego. Autorzy sugerujg, ze methemoglobinemia u Eskimoséw i Indian
z Alaski jest wrodzona, ale procentowa zawarto$s¢ MetHb podlega wpty-
wom pewnych czynnikow zewnetrznych. Cecha dziedziczytla sie w spo-
s6b recesywny. Nie stwierdzono wystepowania patologicznej Hb. Czyn-
nikiem wptywajacym na procentowg zawartos¢ MetHb moze by¢ kwas
askorbinowy, stad czeste ujawnianie sie tego defektu np. w grudniu.
U o0s6b spozywajagcych duze ilosci witaminy C methemoglobinemia mo-
ze nie ujawnic¢ sie. Wszystkie opisane przez Scotta przypadki dotyczyty
dzieci do lat 17. U dorostych objawéw nie stwierdzono. Oznaczenia pro-
centowej zawartosci MetHb u tej samej osoby na przestrzeni 8 lat su-
gerujg zanikanie methemoglobinemii z wiekiem.

W Polsce opisano rowniez (40) rodzine, w ktérej u 3 czlonkow jed-
nej generacji stwierdzono brak reduktazy zred. NADP:MetHb, dziedzi-
czony jako cecha recesywna.

Poniewaz tylko okoto 10% calej glukozy zuzywanej przez erytrocyt
ulega przemianie w cyklu pentozowym, przeto brak reduktazy zred.
NADP:MetHb powoduje mniejszy stopien methemoglobinemii niz de-
ficyt reduktazy zred. NAD:MetHb zwigzanej z przemiang glukozy droga
glikolizy.

2. Brak lub niedobdr reduktazy zred. NAD:MetHb

Scott i wsp. (47, 48) wykazali, ze u niektérych oséb z wrodzong
methemoglobinemig nie ma flawoproteidowego enzymu, ktdry powoduje
redukcje MetHb z udziatem zredukowanego NAD jako substratu. Enzym
ten dziata w sposob wskazujacy, ze jest on reduktazg zred. NAD:MetHb,
zwigzang z glikoliza. Jego wrodzony brak powodujacy methemoglobi-
nemie o zawartosci 5—60% MetHb we krwi dziedziczy sie jako cecha
recesywna. Fakt, ze pomimo braku tego enzymu cze$¢ Hb pozostaje
w stanie zredukowanym, ttlumaczyé mozna dziataniem reduktazy zred.
NADP:MetHb oraz nieenzymatyczng redukcjg MetHb (48).
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3. Zaburzenia w syntezie glutationu

Townes i wsp. (54, 55) opisali rodzine pacjenta z wrodzong me-
themoglobinemig (5—6% MetHb) o dominujacym, autosomalnym typie
dziedziczenia. Poniewaz u oséb tych nie stwierdzono patologicznej od-
miany HbM, a aktywnos$¢ obu reduktaz MetHb byta prawidtowa, przy-
czyna tej rodzinnie wystepujacej methemoglobinemii musiata by¢ inna.

Szczegbtowe badania wykazaty, ze aktywnosci: katalazy, dehydroge-
nazy glukozo-6-P, dehydrogenazy fosfogliceroaldehydu i reduktazy
GSSG w erytrocytach oraz zawarto$¢ nukleotydéw pirydynowych byty
prawidtowe, natomiast znacznie obnizona byta zawartos¢ GSH (25 do
28 mg/100 ml erytrocytow) oraz poziom catkowitego glutationu. Stosu-
nek GSH/GSSG byt w normie. Test stabilnosci glutationu (4) byt pra-
widtowy. Nie stwierdzono tez zwiekszonego rozpadu glutationu w orga-
nizmie, a wptyw egzogennego glutationu byt minimalny. Poniewaz
krwinki reagowaly gwattownie na biekit metylenowy obnizeniem po-
ziomu MetHb, przypuszczano, ze cykl pentozowy jest nietkniety, a de-
fekt lezy w drodze glikolitycznej. Inkubacja erytrocytow z mleczanem
powodowata przyspieszong redukcje MetHb, natomiast inkubacja z glu-
kozg nie wywierata tego wptywu, co Swiadczytoby o bloku metabolicz-
nym pomiedzy glukozg i mleczanem na drodze Embden-Meyerhoffa.
Przemawiata za tym nizsza niz normalnie szybko$¢ tworzenia sie mle-
czanu po dodaniu glukozy do erytrocytow.

Najprawdopodobniej pierwotnie zaburzona jest synteza glutationu,
ktérego niedobo6r powoduje w sposéb posredni methemoglobinemie. Po-
niewaz aktywno$¢ reduktazy zred. NAD:MetHb w erytrocytach jest
prawidtowa — blok metaboliczny wystepuje przy tworzeniu sie zredu-
kowanego NAD w glikolizie. Zrédtami zredukowanego NAD w glikoli-
zie sg zwlaszcza reakcje katalizowane przez dehydrogenazy mleczanowa
i fosfogliceroaldehydowg. Aktywnosci obu tych enzyméw byty w normie.
Dehydrogenaza fosfogliceroaldehydu do swojej aktywno$ci wymaga jed-
nak GSH, niski poziom glutationu obniza wiec aktywnos$é tego enzymu
i zmniejsza szybko$¢ tworzenia zredukowanego NAD, ktéry jest sub-
stratem dla reduktazy methemoglobiny. Poniewaz obecno$¢ GSH jest
niezbedna do aktywnoS$ci calego szeregu enzymodw, istnieje mozliwosc,
ze opisane zaburzenie ma bardziej wielokierunkowy mechanizm pato-
genetyczny.

1. Wrodzona niesferocytowa anemia hemolityczna

Wrodzona niesferocytowa anemia hemolityczna jest terminem, sto-
sowanym do pacjentéw cierpigcych na wrodzony proces hemolityczny,
ktorego nie mozna okresli¢ jako wrodzona sferocytoze, talasemie, elipto-
cytoze lub jedng z hemoglobinopatii.
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Doktadniejsze badania tez rdéznorodnej grupy chorych, wyjasnity, ze
wrodzona anemia hemolityczna moze by¢é spowodowana genetycznie
uwarunkowanym niedoborem pewnych enzymoéw erytrocytu. Najlepiej
poznane sg defekty enzymatyczne polegajagce na braku lub niedoborze
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (3, 4, 5, 25, 26, 29, 31, 35, 41),
kinazy pirogronianowej (6, 17, 42, 53), dwufosfogliceromutazy (43), oraz
reduktazy GSSG (10).

Poniewaz brak kazdego z trzech pierwszych enzymow prowadzi do
spadku zawartosci ATP w krwince czerwonej, zmniejszony poziom ATP
jest prawdopodobnie istotnym czynnikiem patogenetycznym réznych
typéw wrodzonej anemii hemolitycznej. Szczegdtowe badania tej grupy
schorzen rozpoczagt w r. 1953 Dacie (11). Nastepnie opisano dalsze
przypadki (53) i wyrézniono dwa typy wrodzonej niesferocytowej anemii
hemolitycznej (17). Okazato sie, ze Typ | Dacie i Selwyn jest spowodo-
wany niedoborem dehydrogenazy glukozo-6-P, a Typ Il deficytem kina-
zy pirogronianowej (6, 35).

1. Brak lub niedobér dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu

Niedokrwisto$ci spowodowane niedoborem tego enzymu sg duzg gru-
pa stosunkowo dobrze poznanych zaburzen metabolizmu krwinki czer-
wonej.

Pierwsze przypadki ostrej anemii hemolitycznej wystepujacej po
leczeniu pamaguing opisano w roku 1962 (5). W 1950 roku Alvin g
i wsp. (1) stwierdzili, ze nowy lek przeciwzimniczy, primachina, wywo-
tuje hemolize wewnatrznaczyniowg u okoto 10% Murzynéw amerykan-
skich i I°/o ludnosSci biatej. D er n wykazat (12, 13), ze hemoliza ta, uste-
pujaca samoistnie pomimo dalszego stosowania primachiny, jest uwa-
runkowana wadag krwinek.

Inne pochodne anilinowe réwniez wywotuja hemolize u oséb wrazli-
wych na primachine (5). Najsilniej dziatajg dwie pochodne 8-aminochi-
noliny, ktore w dawce leczniczej przeciw zimnicy wyzwalajg o o0soéb
wrazliwych ostry epizod hemolityczny (5). Z innych pochodnych anili-
nowych nalezy wymieni¢: sulfanilamid, tiazosulfon, sulfokson, fenace-
tyne, sulfacetamid, acetanilid i fenylohydrazyne. Podobnie dziata: aspi-
ryna, nitrofurantoina, salazopiryna, kwas p-aminosalicylowy, kwas
salicylowy oraz hydroksyloamina. Réwniez zjedzenie nasion lub wdy-
chanie pytkéw kwitngcego bobu (Vicia Fava) oraz infekcje wirusowe
i bakteryjne moga wywota¢ epizod hemolityczny u osob wrazliwych (29).

Poniewaz pierwsze spostrzezenia i badania dotyczyty primachiny
zespOt ten najczeSciej nazywa sie anemig hemolityczng wrazliwg na
primachine, a erytrocyty okresla sie jako ,wrazliwe na primachine”.

W omawianych niedokrwistosciach hemolitycznyéh, pierwotnie za-
burzony jest cykl pentozowy, co pocigga za sobg odchylenie w przebiegu
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glikolizy. Wada krwinek w tych schorzeniach polega na braku lub
zmniejszeniu aktywnos$ci dehydrogenazy glukozo-6-P (10, 13, 29, 50, 51)
katalizujgcej pierwszg reakcje cyklu pentozowego (schemat 1). Aktyw-
no$¢ enzymu moze wynosi¢ 1/4—1/10 normy, a zmniejsza sie jeszcze bar-
dziej wraz ze starzeniem sie krwinki (3, 7). Prowadzi to do wtdrnego
niedoboru zredukowanego NADP w erytrocytach, co powoduje upoSle-
dzenie: redukcji GSSG i MetHb, detoksykacji lek6w i biosyntezy —
gtdwnie kwasow ttuszczowych w blonie komorkowej erytrocytu (7, 24).

Charakterystyczng cechg tych erytrocytow jest obnizona zawarto$¢
GSH a takze znaczny spadek jego poziomu in vivo po podaniu leku he-
molitycznego, wyprzedzajacy hemolize 0 2—4 dni oraz in vitro po inku-
bacji erytrocytéw z tymi lekami (4, 5). Ostatnie spostrzezenie stato sie
podstawag proby Beutlera (test stabilnosSci glutationu) (5), ktéra
umozliwia wykrycie osdb ,wrazliwych na primachine”. Polega ona na
oznaczaniu GSH erytrocytow przed i po inkubacji z acetylofenylohy-
drazyna. W warunkach prawidtowych wyniki tych dwdch oznaczen
prawie nie roznig sie od siebie, natomiast u 0s6b wrazliwych poziom
GSH po inkubacji obniza sie o okoto 50°/0. Zdaniem Beutlera istnieje
Scisty zwigzek miedzy zawartosciag GSH a wrazliwoscig krwinek na he-
molize. Erytrocyty nie ulegajg hemolizie jezeli stezenie wewnatrzkrwin-
kowego GSH nie spadnie ponizej 40% poziomu prawidtowego (14). Ery-
trocyty wrazliwe zawierajg okoto 60% prawidtowej ilosci GSH (3). Gdy
krwinka taka zetknie sie z substancjami, ktére zaburzaja jej metabo-
lizm i zwiekszajg zapotrzebowanie na zred. NADP, obniza sie tez po-
ziom GSH, co w konsekwencji prowadzi do hemolizy. W erytrocytach
z niedoborem dehydrogenazy glukozo-6-P obnizony jest poziom biat-
kowych grup -SH. Jest to prawdopodobnie spowodowane reakcjg po-
miedzy Hb a GSSG (reakcja 4), ktora zapobiega nagromadzeniu sie
GSSG w erytrocycie i zmniejsza deficyt GSH (52). Jak juz wspomniano
aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-P maleje w miare starzenia sie
krwinek, totez na hemolityczne dziatanie leku wrazliwe sg tylko starsze
erytrocyty (2). Po zniszczeniu potowy krwinek hemoliza ustaje pomimo
dalszego podawania leku (2, 4, 5), kryzys hemolityczny powoduje bo-
wiem rzut miodej populacji krwinek, w ktorych wprawdzie nie ma
dehydrogenazy glukozo-6-P, ale zawarto$¢ GSH jest prawidtowa. W okre-
sie nasilonej retikulocytozy poziom GSH i aktywno$¢ enzymu rosng,
nie osiggajg jednak wartosci prawidtowych i mniej wiecej po miesigcu
powracajg do niskich wartosci wyjsciowych (5).

Leki wywotujagce hemolize mogg powodowac niedobo6r zredukowa-
nego NADP przez hamowanie reakcji, w ktérych on powstaje, albo przez
zwiekszenie zapotrzebowania na ten koenzym (51).

Stwierdzono, ze leki te hamujg aktywno$¢ dehydrogenazy gluko-
z0-6-P oraz, ze utleniajg zred. NADP, Hb i biatka erytrocytu. Morfolo-
gicznym wyrazem zmian jest pojawianie sie ciatek Heinza. W miare
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nasilania sie hemolizy liczba ciatek Heinza zmniejsza sie, gdyz miode
krwinki sg oporne na ich tworzenie (3). Nie wiemy w jaki sposéb leki
wywotujace hemolize bedac zwigzkami redukujacymi utleniajg sktad-
niki erytrocytu. Przypuszcza sie, ze zachodzi poczatkowo ich utlenia-
nie przez OksyHb.

W erytrocytach ,wrazliwych na primachine” stwierdzono zmniej-
szong aktywnos$é katalazy, co moze przyczynia¢ sie do utlenienia Hb
i innych skiadnikdw krwinki przez H2 2 (25). Erytrocyty z niedoborem
dehydrogenazy glukozo-6-P sg bardziej wrazliwe na H20z (35). Jezeli
lek utleniajgcy powoduje powstawanie w krwinkach H2 2 to przy obni-
zonej aktywnos$ci katalazy i peroksydazy glutationu (wobec niskiego
poziomu GSH w erytrocytach wrazliwych) moze dojs¢ do hemolizy.

W krwinkach tych stwierdzono 1,5 do 2 razy wyzszg aktywnos$¢ re-
duktazy GSSG, nie zmieniajacg sie po podaniu leku hemolitycznego (46).
Wysoka aktywno$¢ tego enzymu moze zmniejsza¢ deficyt GSH, nie za-
pobiega jednak hemolizie, kiedy krwinka znajduje sie in vivo pod dzia-
taniem lek6éw hemolitycznych.

Starzenie sie krwinki czerwonej w zwykitych warunkach jest zwig-
zane z utlenianiem sig Hb i innych sktadnikow komdrkowych. Krwinki
nie zawierajgce dehydrogenazy glukozo-6-P starzejg sie przedwczes$nie
(7, 23) a ich okres przezycia nawet bez podania leku hemolitycznego
moze by¢ nieco krotszy. Niedokrwisto$¢ jednak nie rozwija sie dzieki
wyréwnawczemu wzrostowi hematopoezy (7).

Motulski (37) uwaza, ze S$miertelno$¢ z powodu zimnicy jest
mniejsza u 0s6b z brakiem dehydrogenazy glukozo-6-P w erytrocytach.
Poniewaz pasozyty malarii postuguja sie gtéwnie pentozowa drogg me-
tabolizmu i do rozwoju wymagajg glutationu (cysteiny), warunki ich
wzrostu sg wiec gorsze w takich krwinkach (29).

Klinicznie mozna odrozni¢ cztery postacie niedokrwistosci hemoli-
tycznej u oséb z niedoborem dehydrogenazy glukozo-6-P w krwinkach
czerwonych: niedokrwistosci hemolityczne polekowe, fawizm, wrodzo-
ng niesferocytowg niedokrwisto$¢ hemolityczng, niedokrwisto$ci hemo-
lityczne w przebiegu zakazen wirusowych i bakteryjnych.

W niedokrwisto$ci hemolitycznej polekowej objawy hemolizy poja-
wiajg sie po 2—3 dniach od przyjecia leku. Poziom Hb obniza sie szybko,
zmniejsza sie liczba krwinek czerwonych i hematokryt, wzrasta retiku-
locytoza, w wielu krwinkach pojawiajg sie ciatka Heinza. Jezeli nawet
nie przerwie sie podawania leku, ostra faza hemolityczng mija po okoto
8 dniach. Po 3—4 tygodniach obraz krwi obwodowej staje sie prawidio-
wy i nie stwierdza sie zadnych objawéw chorobowych, mimo dalszego
stosowania leku. Wrazliwe na dziatanie leku starsze erytrocyty niszczo-
ne sag bowiem w ciggu 1 tygodnia, a w Kkrazeniu pozostajg miode nie-
wrazliwe krwinki, ktére sg stopniowo niszczone po przezyciu okoto 60
dni. Poniewaz tylko niewielki odsetek krwinek czerwonych ulega dzien-
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nie rozpadowi, zjawisko to moze by¢ klinicznie nieuchwytne. Ta tole-
rancja na lek trwa kilka tygodni po jego odstawieniu. Kilkakrotne
zwiekszenie dawki leku moze wyzwoli¢ ponowny cykl hemolityczny
w okresie tolerancji na poprzednie dawki.

W roku 1965 M aj (30) przedstawit wyniki badan nad czestoScig wy-
stepowania niedoboru dehydrogenazy glukozo-s-P w erytrocytach w po-
pulacji polskiej. Ws$réd 93 przypadkéw niedokrwistosci hemolitycznych
wrodzonych i nabytych stwierdzono niedobdr tego enzymu u 4 osob:
w 1 przypadku fawizmu (31) i w 3 przypadkach wrodzonej niesferocy-
towej anemii hemolitycznej, co stanowito 2,3%) badanych. Czesto$¢ wy-
stepowania tej cechy w populacji polskiej jest jednak mniejsza, ponie-
waz w badanej grupie 52,9% stanowity niedokrwistosci hemolityczne,
w przebiegu ktdrych istnieje najwieksze prawdopodobienstwo wystepo-
wania niedoboru dehydrogenazy glukozo-s-P (30).

Fawizm wystepuje gtéwnie u dzieci na Sycylii i w potudniowych
Wioszech. Poczgtek hemolizy jest nagly. Pierwsze objawy po wdycha-
niu pytkow Vicia Fava wystepujg juz po kilkunastu minutach, a po
zjedzeniu Swiezego bobu po 24 godz. Przebieg choroby jest gwattowniej-
szy. Objawami sa: goragczka, ostabienie, zéttaczka hemolityczna, hemo-
globinuria oraz powiekszenie $ledziony. Szybko postepujagca hemoliza
moze doprowadzi¢ do $mierci. Po ostrym napadzie ,odporno$¢” trwa
okoto s tygodni.

Vullo i Ponizon (56) stwierdzili, ze krwinki czerwone o0séb
chorujacych na fawizm posiadajg krotszy okres przezycia po przetocze-
niu ich zdrowym biorcom.

W roku 1964 M aj i wsp. (31) opisali przypadek fawizmu w rodzinie
polskiej. U pacjenta stwierdzono brak dehydrogenazy glukozo-s-P,
obnizong aktywnos$¢ katalazy, spadek GSH do zera w teScie stabilnosci
i zwiekszong tendencje do tworzenia ciatek Heinza. U matki i jednej
z cOrek pacjenta wykazano nieznaczny niedob6r dehydrogenazy gluko-
z0-s-P, ponadto u matki — spadek GSH o 39,5% w tesScie stabilnosci,
oraz zwiekszong tendencje do tworzenia ciatek Heinza. Jest to zgodne
z wynikami Mohlera i wsp. (35), ktérzy wykazali u kobiet hetero-
zygot duzg réznorodno$é stopnia deficytu tego enzymu i wynikéw testu
stabilnosci glutationu.

Jako wskaznik niedoboru dehydrogenazy glukozo-s-P uzywano tez
testu redukcji MetHb (35). Jest to posrednie oznaczenie aktywnosci tego
enzymu poniewaz w obecnosci biekitu metylenowego MetHb ulega po-
czatkowo redukcji pod wptywem reduktazy zred. NADP:MetHb, a przy
niedoborze dehydrogenazy glukozo-¢-P odtwarzanie zredukowanego
NADP jest uposledzone. Na podstawie obnizonej redukcji MetHb ziden-
tyfikowano kobiety heterozygotyczne w 80%.

Wrodzona niesferocytowa niedokrwisto$¢ hemolityczna nie jest zwig-
zana z przyjmowaniem lekow. Skrdcenie okresu przezycia ,erytrocytéw
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wrazliwych” w okresie nie przyjmowania primachiny upodabnia jg do
niektérych innych przypadkéw wrodzonych, niesferocytowych niedo-
krwistosci hemolitycznych, od ktérych odréznia sie ona bardziej nasilo-
ng hemolizg, nie wyréwnang wzrostem hematopoezy (7). Nalezy dodag,
ze nie we wszystkich przypadkach tej niedokrwisto$ci stwierdzono obni-
zenie aktywnos$ci dehydrogenazy glukozo-s-P i zaburzenia metabolizmu
GSH. Obnizenie aktywnos$ci tej dehydrogenazy w erytrocytach wyste-
puje w wiekszosci przypadkow tzw. idiopatycznej choroby hemolitycz-
nej i kernicterus noworodkéw bez konfliktu serologicznego (39).

Badajgc nature defektu w erytrocytach ,wrazliwych na primachine”
probowano stwierdzi¢ czy erytrocyty te charakteryzujg sie niskim po-
ziomem ATP. Moh ler i wsp. (35) zaobserwowali, Zze inkubacja ery-
trocytéw ,wrazliwych” z glukoza powoduje wyrazny spadek ilosci ATP,
ktéry koreluje ze stopniem niedoboru dehydrogenazy glukozo-s-P.
Zaobserowali oni takze obnizenie ilosci ATP w erytrocytach w czasie
inkubacji z primaching lub fenylohydrazyng, co ttumaczg uszkadzaniem
btony komdrkowej krwinki przez fenylohydrazyne zaréwno bezposred-
nio jak i poprzez wytwarzanie H.02 Uszkodzona btona staje sie bar-
dziej przepuszczalna dla Na+ i K+, co prowadzi do wzrostu aktywnosci
pompy Na+—K+. Poniewaz energia potrzebna do dziatania pompy
Na+—K+ pochodzi z ATP, zwiekszone zuzycie ATP moze przekroczy¢
jego synteze. Jezeli poziom ATP spadnie ponizej wartosci krytycznej,
wymagania energetyczne komdrki nie sga zaspokajane i wzrasta szyb-
kos¢ jej rozpadu. Spadek zawartosci ATP w erytrocycie skraca przezy-
cie krwinek in vitro i in vivo i moze byé waznym czynnikiem w patoge-
nezie proceséw hemolitycznych (35).

Rozwazania powyzsze sa zgodne z danymi Robinson i wsp. (45),
ktérzy badali wrodzone niesferocytowe anemie hemolityczne. Rozdzie-
lali oni zwigzki fosforowe frakcji kwasorozpuszczalnej erytrocytow me-
todg chromatografii jonowymiennej (:) i badali ich zachowanie sie po
inkubacji z s2P. W erytrocytach z niedoborem dehydrogenazy gluko-
z0-s-P wykazano 0,63 Mim ATP/ml erytrocytow. Poniewaz jednak we
krwi obwodowej stwierdzono 15% retikulocytow, ktére zawierajg od
1,5 do 2 razy wiecej ATP niz dojrzate krwinki, poziom ATP w dojrza-
tych erytrocytach jest prawdopodobnie jeszcze nizszy (28). U tej samej
osoby zawarto$ci innych nukleotydow i zwiazkéw fosforowych przed-
stawiaty sie nastepujgco w inM/ml erytrocytéw): AMP—0,04; ADP—0,23;
2,3-dwufosfoglicerynian — 4,87; heksozodwufosforan — 0,46 i Pj —
0,42. Podczas inkubacji erytrocytow z 3P zaobserwowano wyrazny spa-
dek ATP i 2,3-dwufosfoglicerynianu, mniej wyrazny spadek heksozo-
dwufosforanu i ADP oraz gwattowny wzrost Pj. Poniewaz jednocze$nie
wzgledna aktywnos$é specyficzna z 3P dla heksozodwufosforanu i 2,3-
-dwufosfoglicerynianu jest mniejsza niz normalnie, autorzy sugeruja,
ze krwinka ma zmniejszong zdolno$¢ syntezy tego ostatniego i ze defekt
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polega na zaburzeniu glikolizy, mianowicie obnizony poziom ATP ogra-
nicza aktywno$¢ heksokinazy.

Brewer (s, 9 opisal wprawdzie przypadek niedoboru dehydroge-
nazy glukozo-¢-P przy dwukrotnie zwiekszonym poziomie ATP w krwin-
kach czerwonych, ale obie anomalie dziedziczyty sie jako cechy nieza-
lezne, co wskazuje na istnienie jednocze$nie dwéch defektow enzyma-
tycznych w erytrocycie.

Mozna zatem przyjac¢, ze opisana tu wrodzona niesferocytowa ane-
mia hemolityczna jest spowodowana pierwotnym brakiem dehydroge-
nazy glukozo-s-P, co wtérnie wywotuje niedob6r zred. NADP, a nastep-
nie zmniejszenie poziomu GSH i ATP w erytrocycie. Zmniejszona za-
warto$¢ ATP hamuje aktywnos$¢ heksokinazy, upos$ledzajac zuzycie glu-
kozy na drodze glikolizy, a obnizony wskutek tego poziom 2,3-dwufosfo-
glicerynianu pogtebia juz istniejacy niedobér ATP.

W opisywanym defekcie, pomimo niedoboru zred. NADP, nie stwier-
dzono wyraznej methemoglobinemii prawdopodobnie dlatego, ze z jed-
nej strony aktywnos$¢ reduktazy zred. NAD:MetHb jest prawidtowa,
z drugiej strony za$ wystepujaca hemoliza krwinek nie pozwala na
ujawnienie sie methemoglobinemii.

Brak dehydrogenazy glukozo-s-P w erytrocytach jest genetycznie
uwarunkowany i dziedziczony jako zwigzana z chromosomem Xx cecha
z niepetng dominacja. W wyniku mutacji gendw mozliwe sg u mezczyzn
dwa stany: prawidtowy lub z wadg zalezng od mutacji, a u kobiet trzy:
homozygota normalna oraz heterozygota i homozygota zalezna od mu-
tacji.

Aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-s-P w erytrocytach ,,wrazliwych”
Murzynéw wynosi 10 do 15% aktywnos$ci prawidtowej. U ,wrazliwej”
ludnosci biatej aktywnos$¢ enzymu jest bardzo mata lub réwna o, przy
czym poziom enzymu jest réwniez obnizony w leukocytach, ptytkach
i innych tkankach (32).

Omawiana cecha jesf szeroko rozpowszechniona, zwitaszcza w zim-
niczych rejonach $wiata: tropikalna Afryka, rejon Morza Srédziemnego,
Filipiny, Bliski Wschéd, Azja Ptd. Wystepuje rdwniez u okoto 10—15%
Murzynéw amerykanskich. Wade te wykryto miedzy innymi na przy-
ktad u 10% ludnosci Nigerii, 3—s% ludnosci Indii, 124P/lo — Filipin,
2% — Chin, 8,5% — lIranu, 11,2% — lzraela, 10% — Grekoéw, 13,1%
ludnosci Sardynii, 16% — Indian Ptd. Ameryki. Bardzo rzadko spostrze-
gano to zaburzenie ws$rdod ludnosci biatej Ameryki Pin. (1%), w Euro-
pie i w Japonii.

Fawizm wystepuje gtéwnie w rejonie Morza Srédziemnego, a wro-
dzona niesferocytowa niedokrwistos¢ hemolityczna u ludnos$ci péinoc-
no-europejskiej (29, 31).

Omawiane wrodzone anemie hemolityczne sg do$¢ réznorodng grupa
schorzen, moga tu wystepowaé potaczenia kilku defektéw enzymatycz-
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nych u tego samego osobnika. Neiman i wsp. (41) opisali wrodzong
methemoglobinemie, dziedziczong jako autosomalna cecha recesywna,
z jednoczesnym deficytem dehydrogenazy glukozo-+-P i talasemig minor.
Nie stwierdzono wptywu talasemii na methemoglobinemie, natomiast
niedob6r enzymu pogtebiat methemoglobinemie blokujgc cykl pentozowy.

2. Brak lub niedobér kinazy pirogronianowej

Wrodzong anemie hemolityczng spowodowang deficytem tego enzy-
mu opisano (17, 53) jako Il Typ niedokrwistosci wedtug Dacie i Sel-
wy n. Charakterystyczng jej cechag jest znaczna autohemoliza odwtdk-
nionej, jatlowej krwi, ktéra nie zmniejsza sie po dodaniu glukozy, ale
ustepuje pod wptywem ATP.

W erytrocytach tych zauwazono niski poziom ATP, bardzo niskie
zuzycie glukozy oraz nagromadzenie sie podczas inkubacji z glukozg du-
zej iloSci ufosforylowanych zwigzk6éw posrednich glikolizy (17).

Tanaka i wsp. (53) wykazali obnizong aktywno$¢ kinazy pirogro-
nianowej w tych erytrocytach. W mitodych krwinkach aktywnos$é byta
nieco wieksza, a w leukocytach w normie. Niedobo6r kinazy mozna byto
uzupetni¢ dodaniem krystalicznego enzymu, co przemawia za brakiem
inhibicji. Aktywnosci innych enzymoéw erytrocytéw np. dehydroge-
naz glukozo-s-P czy mleczanu byty prawidtowe. Badania rodzin pa-
cjentow wskazujg na autosomalne dziedziczenie recesywne, przy czym
u heterozygot stwierdzono obnizenie aktywnos$ci enzymu bez objawow
klinicznych.

Kinaza pirogronianowa katalizuje reakcje przedstawiong na schema-
cle 2.

2-fosfoenolopirogronian
ADPI

i i_kinaza pirogionianowa
ATP J -—

pirogroman AVAOHZENAD (N oo
dehydrogneeza

mileczanowa

Schemat 2. Reakcja katalizowana przez kinaze pirogronianowg

Znaczny deficyt kinazy pirogronianowej powodowaé moze zaburze”
nia w przemianie energetycznej erytrocytu, co moze zwiekszaé hemolize.

Bowman i Procopio (s) opisali piecioro dzieci z pieciu rodzin
z niedoborem kinazy pirogronianu. Objawy byty podobne do hemolitycz-
nej choroby noworodkéw spowodowanej niezgodnoscig czynnika Rh.
Czas przezycia erytrocytow byt skrécony, takze po przetoczeniu do krwi
osobnikéw zdrowych. Inne wyniki sg zgodne z badaniami Tanaki
i wsp. (53). Poza objawami zwigzanymi ze zwiekszong hemolizg wyste-
powaty bardzo wyrazne znieksztatcenia w budowie kosci czaszki. Co-
fanie sie zmian kosci czaszki po splenektomii moze sugerowaé¢ pewien
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wptyw $ledziony na przebieg schorzenia. Prawdopodobnie patogeneza
opisywanych tu przypadkow jest bardziej ztozona.

Robinson i wsp. (45) badajac zwigzki fosforowe frakcji kwaso-
rozpuszczalnej erytrocytow z niedoborem kinazy stwierdzili obnizong
zawarto$¢ ATP (biorgc pod uwage retikulocytoze) oraz zwiekszony po-
ziom 2,3-dwufosfoglicerynianu (do 9 (¢M/ml erytrocytéw), heksozodwu-
fosforanu, Pj i P catkowitego. Podczas inkubacji z 3P wystepowat duzy
spadek zawarto$ci ATP, utrzymywat sie natomiast wysoki poziom 2,3-
-dwufosfoglicerynianu.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze blok metaboliczny znajduje sie za
miejscem syntezy 2,3-dwufosfoglicerynianu wskutek czego wytwarzany
zwigzek nie jest zuzywany, a poziom ATP obniza sie. Réwniez Oski
i Diamond (42) stwierdzili u trzech pacjentéw z wrodzonym niedo-
borem kinazy pirogronianowej obnizony poziom ATP malejgcy dalej
podczas inkubacji. U dwoch osobnikéw z niedoborem kinazy nastepo-
wat spadek zawartosci NAD podczas inkubacji.

3. Niedobér reduktazy GSSG

Carson i Brewer (10) opisali pacjenta, u ktdrego w ciggu 15 lat
wystgpita siedem razy niedokrwisto$¢ hemolityczna po podaniu pochod-
nych s-aminochinoliny. Poziom dehydrogenazy glukozo-s-P w erytro-
cytach byt prawidtowy, natomiast aktywno$¢ reduktazy GSSG byta obni-
zona do 57°/0 normy. Zawarto$¢ GSH byta niska, przy prawidtowym
teScie stabilnosci. Wskazywato to na nowy rodzaj wrodzonej anemii
hemolitycznej indukowanej lekami przeciwmalarycznymi. Opisano tak-
ze przypadek anemii hemolitycznej wywotanej sulfoxonem u chorego
z obnizong aktywnosciag reduktazy GSSG. Prawdopodobnie catkowity
brak tego enzymu jest letalny. Obnizona aktywnos$¢ reduktazy GSSG
W erytrocycie pocigga za sobg spadek zawartosci GSH i wszystkie kon-

sekwencje z tym zwigzane, co moze powodowac in vivo hemolize po
podaniu lekow.

4. Niedob6r dwufosfogliceromutazy

Zmniejszona aktywno$¢ dwufosfogliceromutazy (43) jest rzadko spo-
tykanym defektem enzymatycznym krwinki czerwonej. Enzym ten ka-
talizuje nastepujacy reakcje:

Kwas 1,3-dwufosfo-D-glicerynowy + 3-fosfo-D-glicerynian —»
3-fosfo-D-glicerynian + 2,3-dwufosfo-D-glicerynian

Obnizenie jego aktywnos$ci powoduje brak w erytrocycie 2,3-dwufosfo-
glicerynianu, ktéry jest koenzymem fosfomutazy fosfoglicerynianowej
przeprowadzajgcej 3-fosfo- w 2-fosfoglicerynian (16). Hamuje to reakcje
glikolizy ponizej tego miejsca i ogranicza wytwarzanie ATP. Spadek
poziomu ATP jest prawdopodobnie przyczyng zwiekszonego rozpadu
erytrocytow z niedoborem dwufosfogliceromutazy i hemolizy.
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I11. Wrodzony wysoki poziom ATP

Jak juz wspomniano, Brewer (s) zauwazyl wysoki poziom ATP
w erytrocytach osobnika z niedoborem dehydrogenazy glukozo-s-P. Oka-
zato sie, ze zwiekszony poziom ATP jest dziedziczny (9). Zaréwno pa-
cjent jak i wiekszo$¢ spokrewnionych z nim cztonkéw rodziny dotknie-
tych tag wada byli pod wzgledem klinicznym i hematologicznym bez
zmian. Brak nieprawidtowosci hematologicznych u pacjenta jest prawdo-
podobnie spowodowany wysokim poziomem ATP w erytrocytach. Krew
przechowywano s tygodni w plynie konserwujacym (kwas cytrynowy,
cytrynian, glukoza) i stwierdzono, ze 74% znakowanych 5ICr autotrans-
fuzjowanych erytrocytdw przezytlo 24 godziny w przeciwienstwie do
28°/o przezycia w grupie kontrolnej. Prawidtowe wartosci ATP u grupy
kontrolnej wynosity: u mezczyzn 1,036+ 0,138, a u kobiet 1,072 + 0,185 mM
ATP/ml erytrocytow; osoby, u ktérych stwierdzono wartosci ATP wyz-
sze, uwazano za dotkniete wadg. Przebadano 19 oséb z rodziny i u oSmiu
stwierdzono od 1,323 do 2,006 mM ATP/ml erytrocytow. Deficyt dehydro-
genazy glukozo-s-P wykazano tylko u pacjenta i u jego syna, ktdry miat
jednak prawidtowy poziom ATP — 1,214 i*M/ml erytrocytow. Analiza
stopnia pokrewienstwa os6b z wysokim poziomem ATP wskazuje na
autosomalny spos6b dziedziczenia tej wady, przy czym wszyscy dotknie-
ci nig osobnicy sa przypuszczalnie heterozygotami wzgledem tego genu,
bytaby to wiec cecha dominujgca. Geny sierpowato$ci i niedoboru dehy-
drogenazy glukozo-s-P dziedziczg sie niezaleznie od cechy podwyzszo-
nego poziomu ATP. Przyczyna wysokiego poziomu ATP w opisanej
rodzinie jest nieznana. Aktywno$¢ kinazy pirogronianowej w erytrocy-
tach byta w normie.

Zurcher i wsp. (57) badajagc rodziny holenderskie z ré6znymi ro-
dzajami anemii, czesto stwierdzali obnizong zawarto$¢ ATP w erytrocy-
tach u pacjentow z heterozygotyczng Malasemig. W jednej z rodzin
udato sie autorom rozrdéznié cztery grupy pacjentéw (tablica :.).

Tablica :
Zalezno$¢ miedzy poziomem ATP w erytrocytach a wystepowaniem (3-talasemii
u rodziny holenderskiej wedtug (57)

Grupa llo$¢ oséb Talasemia Poziom ATP*

| 18 — 2,0—2,2
1 29 — 1,0—1,2
1 14 + @8 O
IV nie podano + 1,9—2,0
*w erytrocytow

Opisany wysoki poziom ATP jest prawdopodobnie dominujgcg autoso-
malng dziedziczng nienormalnoscig erytrocytéw. Geny talasemii dzie-
dziczg sie niezaleznie od cechy podwyzszonego ATP.
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Jedyng anormalnoscig enzymatyczng we krwi os6b z wysokim po-
ziomem ATP byla bardzo wysoka aktywno$¢ kinazy pirogronianowej
w erytrocytach. Erytrocyty te wykazywaly prawidtowy czas przezycia,
zwiekszony poziom Hb i prawidtowa produkcje mleczanu podczas inku-
bacji z glukozg. Nie stwierdzono braku ATP-azy. We frakcji kwasoroz-
puszczalnej erytrocytéw stwierdzono prawidtowy poziom AMP i ADP
oraz wyraznie obnizony poziom 2,3-dwufosfoglicerynianu (0,54—1,37
M-M/ml krwinek).

Autorzy sugeruja, ze pierwotnym zaburzeniem w opisywanym ro-
dzinnym wysokim poziomie ATP jest wzrost aktywnos$ci kinazy pirogro-
nianowej w erytrocytach, co powoduje spadek stezenia 2-fosfoenolopiro-
gronianu, a nastepnie 2-fosfo- i 3-fosfoglicerynianu. Niskie stezenie tego
ostatniego moze wywiera¢ potréjny wptyw:

1. Reakcja katalizowana przez kinaze fosfoglicerynianu (reakcja 6)
ulegnie przesunieciu w prawg strone.

Kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy ~FADN  3-fosfogliceryn:an -f ATP 6

2. Reakcja katalizowana przez dwufosfogliceromutaze (reakcja 5)
bedzie zachodzita ze zmniejszong szybkoscig i ilos¢ 2,3-dwufosfoglice-
rynianu bedzie malata.

3. Reakcja katalizowana przez fosfataze 2,3-dwufosfoglicerynianowg
(reakcja 7) moze byé przyspieszona w wyniku niskiego stezenia 3-fosfo-
glicerynianu.

Kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy-> 3-fosfoglicerynian-fPi 7

Efektem catkowitym bedzie podwyzszenie zawartosci ATP i spadek
iloSci 2,3-dwufosfoglicerynianu.
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ALINA JOANNA HLYNCZAK*, JOZEF SYSA**

Methemoglobina i jej redukcja w krwinkach czerwonych
Methaemoglobin and its Reduction in the Red Blood Cells

Hypotheses on the reduction of methaemoglobin to haemoglobin in the red blood
cells are presented.

W warunkach fizjologicznych tylko nieznaczna cze$¢ hemoglobiny
krwinek czerwonych (0,7—1,7'%) (30) ulega utlenianiu do methemoglobiny
(MetHb), ktéra nie ma zdolnoSci odwracalnego wigzania tlenu. Zwieksze-
nie zawartosci MetHb w krwinkach czerwonych wywotuje staic zwany
methemoglobinemiag lub inaczej hemiglobinemia, zaliczang do sinic rze-
komych. Methemoglobinemie nabytg moga powodowa niektore leki na
przyktad sulfonamidy, nitrogliceryna i zwigzki chemiczne stosowane
w przemysle (anilina, nitrobenzen, azotyny i inne) (4, 18, 20, 21, 28, 29),
utleniajagce Fe2+ do Fe3+.

Poza tym znane sg réwniez rzadkie postacie methemoglobinemii wro-
dzonej wystepujgcej wskutek odziedziczenia badz wady uktadu enzyma-
tycznego krwinki, bgdZ nieprawidtowej hemoglobiny Hb M (3, 5, 9, 13, 14,
15, 34). Pierwsza z nich charakteryzuje sie zmniejszeniem szybkosci
redukcji methemoglobiny wskutek niedoboru nad (14, 15) przy prawidto-
wej szybkoSci jej powstawania. W drugiej postaci hemoglobina typu
Hb M przechodzi pod wptywem tlenu dwukrotnie szybciej w MetHb niz
prawidtowa hemoglobina (13, 34). Mamy tu wiec do czynienia z nadmier-
nym wytwarzaniem methemoglobiny przy zachowaniu prawidiowej
szybkosci redukcji.

Zaobserwowano tez sporadyczne przypadki methemoglobinemii napa-
dowej (5). Przemijajagce zwiekszenie methemoglobiny stwierdza sie we
krwi u kobiet w czasie, miesigczki.

W methemoglobinemii dziedzicznej wynaczyniona krew ma odcien
brunatnawy, ktéry nie znika nawet po 24 godzinach, podczas gdy w met-
hemoglobinemii toksycznej zmienia ona barwe z brunatnej na szkartatng
juz po kilku godzinach wskutek rozpadu MetHb (7).

W methemoglobinemii znacznego stopnia, gdy stezenie MetHb we
krwi przekracza 40, a nawet 50%, upos$ledzone jest przenoszenie i odda-

* Dr, adiunkt Katedry Fizjologii Wojskowej Akademii Medycznej w todzi.
** Doc. dr med., szef Katedry Fizjologii Wojskowej Akademii Medycznej
w todzi.
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wanie tlenu tkankom. Klinicznie obserwuje sie znaczng sinice bez wyraz-
nych objawéw chorobowych ze strony ukiadu krazenia i oddychania.
Stan ten udaje sie okresowo polepszy¢ zwilaszcza w methemoglobine-
miach nabytych przez dozylne wprowadzenie biekitu metylenowego.

I. Rola nukleotydéw pirydynowych w redukcji methemoglobiny

Normalny proces redukcji methemoglobiny zwigzany jest z przemiang
glukozy (16, 26, 41) na drodze Embdena-Meyerhofa-Parnasa (regeneracja
zred. NAD) jak i z cyklem pentozofosforanowym Warburga-Dickensa-
Horeckera (regeneracja zred. NADP) (37). Poniewaz okoto 90°/0 glukozy
w warunkach fizjologicznych ulega przemianie na drodze Embdena-
Meyerhofa-Parnasa redukcja methemoglobiny do hemoglobiny prawdo-
podobnie jest prawie catlkowicie katalizowana przez reduktaze MetHb
zalezng od zred. NAD. Jednakze gdy aktywnos$¢ cyklu pentozowego jest
wybitnie wzmozona przez sztucznego nosiciela elektronow, na przyktad
przez biekit metylenowy, stopien redukcji methemoglobiny przez reduk-
taze zred. NADP:MetHb znacznie sie zwieksza (35), natomiast stopien
redukcji methemoglobiny przez reduktaze zred. NAD:MetHb zwieksza
sie w tych warunkach tylko nieznacznie.

Hb m Reduktaza zred. NADP-MetHb  Mef Hb

(Fe2*) (Fe3)
Blekit
NADP metylenowy Zred. NADP
\
Gluioza NADP Zred. NADP NADP Zred. NADP
Glukozo-6- fosforan Dehydrogenaza 6-fosfo- Dehydrogenaza Pentozo-5-fosforan
glukozo-6 -fosforanowa  elukonian fosfogtukonianowa
(dekarboksylujgca)

Fruktozo- 6-fosforan

Fruktozo- (iwfosforan

Aldenyd 3 fosfoglcerynowy NAD Reduktaza zred. NAD:MetHb
Dehydrogenaza 4 MetHb = : > Hb
Zred " (Fe3%) (Fe2¥)
3-fosfoglicerynian NAD
I Zred. NAD
NAD
Plrogronlan Zred
Dehydrogenaza PR
mleczanowa C
NAD
Mleczan

Schemat 1. Metabolizm weglowodanéw i enzymatyczna redukcja MetHb w doj-
rzalym erytrocycie ssakow (wedtug 6, 8)
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Kiese (26) wyodrebnit z krwinek czerwonych konia enzym, ktory
katalizowat redukcje MetHb przez zred. NADP i w mniejszym stopniu
takze przez zred. NAD, przy czym dodanie biekitu metylenowego
zwiekszato szybkos$¢ redukcji. Podobng reduktaze wyodrebniono z krwi-
nek czerwonych ludzkich; do jej dziatania niezbedna byta obecno$¢ bie-
kitu metylenowego lub jonéw zelaza trojwartoSciowego, co nasuwato
mysl, ze fizjologiczny kofaktor zostat utracony podczas oczyszczania (17,
22, 23, 24).

Zalezno$¢ redukcji MetHb od przemiany weglowodanowej w krwin-
kach czerwonych przedstawiono na schemacie 1 (s, s).

1. Utlenianie hemoglobiny i redukcja methemoglobiny przez biekit metylenowy

Biekit metylenowy moze zaréwno utlenia¢ Fe2+ hemoglobiny powo-
dujgc jej przeksztatcenie w methemoglobine, jak tez redukowaé Fe3+
methemoglobiny zamieniajagc jag na hemoglobine.

Wprowadzenie dozylnie biekitu metylenowego zdrowym zwierzetom
powoduje powstawanie methemoglobiny. Natomiast biekit metylenowy
wstrzykniety dozylnie zwierzetom, u ktérych uprzednio wywotano met-
hemoglobinemie, przyspiesza redukcje methemoglobiny. W dos$wiadcze-
niach in vitro dodanie do $rodowiska 56 mM glukozy i 0,13 mM biekitu
metylenowego obniza stezenie MetHb z 84% do 28%. Natomiast dodatek
110 mM DL-mleczanu i 0,13 mM biekitu metylenowego obniza stezenie
methemoglobiny tylko do 48% (16).

W zhemolizowanych krwinkach czerwonych dodatek biekitu metyle-
nowego powoduje jedynie utlenianie hemoglobiny. Redukcja methemo-
globiny w tych warunkach nie zachodzi, gdyz w hemolizatach brak jest
nukleotydéw pirydynowych. Wiadomo, ze nukleotydy te znikajg szybko
po lizie krwinek czerwonych i homogenizacji niektérych tkanek zwierze-
cych (40). Dodajac amidu kwasu nikotynowego mozna zapobiec hydro-
lizie nukleotydu pirydynowego podczas procesu rozpadania sie struk-
tury komorkowej. Uwaza sig, ze amid kwasu nikotynowego w wysokim
stezeniu jest specyficznym, kompetytywnym inhibitorem nukleozydazy,
ktora uwalnia amid kwasu nikotynowego z NAD podczas dezintegracji
tkanek zwierzecych. Po dodaniu amidu kwasu nikotynowego do hemoli-
zatow obserwowano redukcje methemoglobiny, ktérg mozna byto zaha-
mowac przez dodanie niskich stezen jodooctanu, znanego inhibitora dehy-
drogenaz wspoétdziatajagcych z NAD.

Zaobserwowano przyspieszenie redukcji MetHb w krwinkach czerwo-
nych preinkubowanych z azotynem, ktére zmieszano z krwinkami nie-
zmienionymi, co wskazywatoby na zaleznoSci metaboliczne miedzy po-
szczegblnymi krwinkami czerwonymi (25). Mozliwe, ze mleczan produ-
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kowany przez niezmienione komdrki stuzy jako substrat dla przemiany
w komorkach zawierajagcych MetHb. By¢é moze istniejg tez bezposrednie
oddziatywania na przyktad przez aktywne grupy w btonie komorkowej.
Wplyw na redukcje MetHb w krwinkach wywierajg nie tylko niezmie-
nione erytrocyty, ale takze komérki innych narzadéw (12). Wprowadzenie
krwinek czerwonych zawierajgcych methemoglobing do tozyska zyly
wrotnej szczura przyspiesza redukcje MetHb. Zjawisko to jest szczegdlnie
wyrazne w obecno$ci biekitu metylenowego, przy czym przyspieszenie
zalezy od stezenia tego barwnika. Wylgczenie watroby z tego ukfadu
zmniejsza szybkos¢ redukcji, a przy duzych stezeniach barwnika dochodzi
nawet do wzrostu ilosci MetHb na skutek autooksydacji spowodowanej
przez biekit metylenowy. Badania te przeprowadzono na krwinkach
czerwonych cztowieka i krolika. W krwinkach czerwonych $wini, ktére
odznaczaja sie mniejsza aktywnoS$cig przemiany MetHb i brakiem
redukcji MetHb uzaleznionej od zred. NADP wykazano przyspieszajacy
wptyw watroby na redukcje MetHb w obecnosci biekitu metylenowego.
Natomiast w obecnosci biekitu toluidynowego uzytego w tym samym
stezeniu wystepuje w erytrocytach $wini utlenianie barwnika krwi, pod-
czas gdy u innych gatunkéw zwierzat biekit toluidynowy dziata tak samo
jak biekit metylenowy. W dosSwiadczeniach bez udziatu watroby bitekit
toluidynowy tak samo jak biekit metylenowy przyspiesza redukcje
methemoglobiny.

Proces przyspieszania redukcji MetHb zachodzi, byé moze, wskutek
oddawania do S$rodowiska perfuzyjnego substratu potrzebnego do tej
redukcji, badz wskutek aktywacji lub reaktywacji uktadow enzymatycz-
nych krwinek czerwonych. Mozliwe jest takze bezposrednie reduktywne
dziatanie watroby na krwinki poprzez aktywne grupy umiejscowione
w bionie komoérkowej, przy czym biekit metylenowy moze stuzyé jako
posrednik. A zatem komorki watroby redukowatyby biekit metylenowy
czy inny barwnik, ktoéry po adsorpcji przez powierzchnie erytrocytu
redukowatby z kolei MetHb (2).

I11. Rola glutationu w redukcji methemoglobiny

Niedobor glutationu w $wiezych krwinkach czerwonych lub w krwin-
kach poddanych dziataniu zwigzkdw chemicznych zawsze znajduje wyraz
w skroceniu okresu przezywania krwinek czerwonych i na ogot tgczy sie
z nagromadzaniem produktow utleniania hemoglobiny (miedzy innymi
MetHb) (19). Zmniejszona ilo$¢ glutationu w postaci zredukowanej
w krwinkach czerwonych moze by¢ zwigzana miedzy innymi z niedobo-
rem zred. NADP wywotanym przez niedob6r dehydrogenazy glukozo-s-
fosforanu. Redukcja utlenionej formy glutationu zachodzi prawidtowo
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gdy obecne sg dwa zwigzane ze sobg czynno$ciowo enzymy: dehydro-
genaza glukozo-s-fosforanu, dostarczajaca zred. NADP oraz reduktaza
glutationu zuzywajagca zred. NADP. Przyczyng niedoboru GSH moze by¢
zahamowanie jednej z tych reakcji lub tez prawie catkowity brak GSH
na powierzchni krwinki. Ten defekt enzymatyczny moze wystepowad
w pewnych przypadkach wrodzonej methemoglobinemii i w chorobach
hemolitycznych, uzaleznionych od nieprawidtowej zawartoSci glutationu
(s, 19, 36).

Mills i Randal (31, 32, 33) badajagc krew szczurzag doszli do
wniosku, ze GSH ochrania Hb od szkodliwych czynnikéw utleniajacych
tylko w obecnosci dodatkowego enzymu, ktéry nazwali peroksydazg glu-
tationowa. Wyniki badan przeprowadzonych na erytrocytach ludzkich
sugerujg natomiast, ze sam GSH chroni hemoglobine od utleniania i nie-
potrzebne sg dodatkowe czynniki. Przewaza poglad, ze in vivo GSH moze
ochrania¢ hemoglobine od utleniajgcych czynnikow, jednak ochrona ta
jest zalezna od niehemoglobinowego biatka erytrocytéw; by¢é moze
wspomnianej wyzej glutationowej peroksydazy (19).

Po dodaniu GSH zaré6wno do hemolizatow jak i do krwinek nieuszko-
dzonych zawierajacych MetHb zachodzi jej redukcja (37). Wykazano, ze
GSH redukuje MetHb bezposrednio i ze utworzony GSSG moze by¢ redu-
kowany w obecnosci zred. NADP przez reduktaze glutationu, przy czym
mechanizm redukcji GSSG przebiega tylko w nieuszkodzonych krwin-
kach czerwonych. Ta czes¢ redukcji, zalezna od cyklu pentozowego (38),

jest zapoczatkowana przez spontaniczng reakcje miedzy GSH a MetHb
(schemat ).

Reduktaza gtutationom

Schemat 2. Redukcja methemoglobiny

Oprocz GSSG ludzkie krwinki czerwone mogg redukowac takze inne
dwusiarczki, przy czym redukcja wiekszosci z nich odbywa sie prawdo-
podobnie przez spontaniczng reakcje z wewngtrzkomdrkowym glutatio-
nem (11). W nieuszkodzonej ludzkiej krwince czerwonej powstajg wtedy
odpowiednie pochodne tiolowe pod warunkiem, ze w badanym S$rodo-
wisku jest obecna glukoza lub adenozyna (io).
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IV. Rola kwasu askorbinowego w redukcji methemoglobiny

Badania nad dziataniem kwasu askorbinowego na redukcje MetHb
w nieuszkodzonych erytrocytach oprécz znaczenia teoretycznego maja
takze duze znaczenie praktyczne (27). Kwas askorbinowy, jak juz wspo-
mniano, jest stosowany jako $rodek leczniczy w methemoglobinemii.
Podaje sie go zasadniczo we wszystkich przypadkach, w ktérych nie ma
koniecznos$ci usuniecia stanu zagrazajacego zyciu przez szybkie obnize-
nie poziomu MetHb. Dotyczy to w pierwszym rzedzie wrodzonej methe-
moglobinemii enzymopenicznej, w ktérej zawartos¢ MetHb we krwi daje
sie wyraznie obnizyé przez diugotrwate leczenie kwasem askorbinowym
(15, 39). Natomiast w ostrej toksycznej methemoglobinemii stosuje sie
barwniki redukujgco-utleniajgce, dziatajgce znacznie szybciej. Azeby
osiggna¢ bowiem takg samg szybko$¢ redukcji methemoglobiny, jaka
uzyskuje sie po podaniu biekitu metylenowego w ilosci 10-4M na litr
krwi nalezy poda¢ az 0,2—0,3M kwasu askorbinowego na 1 litr krwi. Jest
to zwigzane z jakoSciowo réznym przebiegiem redukcji MetHb w erytro-
cytach pod wpltywem tych zwigzkow.

Prawidtowe krzywe dysocjacji tlenu po podaniu biekitu metyleno-
wego wskazujg, ze barwnik ten wptywa na redukcje MetHb na drodze
katalitycznej, natomiast przebieg tych krzywych po podaniu kwasu
askorbinowego $wiadczy, ze redukuje on MetHb nieenzymatycznie.

Kwas askorbinowy redukuje MetHb w nieuszkodzonych erytrocytach
i hemolizatach prawdopodobnie reagujac z nig bezposrednio, a ponadto
w hemolizatach moze znacznie opo6znia¢ utlenianie Hb przez NaNOz
Duze stezenia kwasu askorbinowego powodujg redukcje barwnika we
wszystkich krwinkach czerwonych zawierajgcych methemoglobine, na-
tomiast przy niskich stezeniach kwasu askorbinowego redukcja MetHb
przebiega nierownomiernie, co jest zwigzane z wtasciwosciami poszczegdl-
nych erytrocytéw.

V. Rola adrenaliny w redukcji methemoglobiny

Adrenalina moze katalitycznie przyspiesza¢ redukcje MetHb (2), przy
czym z jednej strony wiadomo, ze adrenalina utlenia sie wzglednie
tatwo na produkty o wiasciwosciach redox (na przyktad adrenochrom),
z drugiej strony za$ jest rzeczg znang, ze w zawiesinie erytrocytéw moze
by¢ ona stabilizowana na diuzszy przeciag czasu. Przyspieszenie redukcji
MetHb przez adrenaling w obecnos$ci glukozy jest minimalne w erytro-
cytach krolika i Swinki morskiej, natomiast — znaczne w krwinkach
czerwonych Swini i konia cechujgcych sie powolng przemiang materii (1).
W obecnosci mleczanu adrenalina silnie przyspiesza przeksztalcenie
MetHb w Hb w erytrocytach krélika.
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Zwiekszenie redukcji MetHb przez adrenaline jest zalezne w pewnych
granicach od stezenia adrenaliny. Pod wptywem duzych stezeh, po po-
czatkowym silnym przyspieszeniu redukcji, dochodzi ponownie do two-
rzenia sie methemoglobiny. Mozna by to tlumaczy¢ tym, ze adrenalina
zostaje utleniana przez MetHb do zwigzku wykazujgcego wiasciwosci
utleniajgco-redukujgce. Nie wiadomo jednak czy jest to adrenochrom,
czy inny produkt. Fakt, ze w obecnosci mleczanu adrenalina wykazuje
takze dziatanie katalityczne i ze w hemolizacie zawierajgcym MetHb nie
mozna wykaza¢ wyraznego wplywu adrenaliny na MetHb po dodaniu
NADP, pozwala przypuszczaé, ze redukcja produktu utleniania adrena-
liny przebiega przez uktady redukujgce erytrocytdw uzaleznione od NAD.
Nie mozna jednak przypisywaé¢ adrenalinie szczegdlnego znaczenia
w fizjologicznej redukcji MetHb w krwince czerwonej in vivo, bowiem
jej skuteczne stezenia sa bardzo wysokie, a wiec niefizjologiczne. By¢
moze, ma tu pewne znaczenie zdolno$¢ magazynowania adrenaliny w nie-
ktorych tkankach ustroju.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze zasadniczym czynnikiem ochra-
niajagcym zelazo w hemoglobinie przed utlenieniem sg zredukowane nu-
kleotydy pirydynowe, ktdrych redukcja moze przebiega¢ réznymi dro-
gami.
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MARIA GABRIELA SARZALA*

Trawienie i wchianianie trojglicerydow
Digestion and Absorption of Trigiycerides

The present state of knowledge concerning digestion and absorption of trigly-
cérides is reviewed.

Jednym z zasadniczych zagadnien zwigzanych z trawieniem i wchia-
nianiem tluszczow jest przenikanie do komérek Sluzéwki jelita tych nie-
rozpuszczalnych w wodzie substancji dajacych w wyniku hydrolizy
rowniez nierozpuszczalne produkty (kwasy ttluszczowe, monoglicerydy).
W XIX wieku rozpowszechniony byt poglad, ze ttuszcze wchtaniane
sg w postaci niezmienionej, na zasadzie jakby ,wsigkania” w S$ciane je-
lita (29, 50, 61).

Obserwacje nad hydrolizg tluszczéw w przewodzie pokarmowym,
udziatem zo6tci i soku trzustkowego oraz nad dziataniem lipazy staty sie
podstawg nowej teorii wchianiania tluszczéw nazwanej po6zniej ,lipoli-
tyczng” a sformutowanej w 1900 roku przez Pflligera (56). Wedtug
niej wchtanianiu do komorek nabtonka Sluzéwki jelita ulegajg produkty
catkowitej hydrolizy tréjglicerydow — glicerol bezposrednio, a kwasy
tluszczowe po uprzednim ich zmydleniu weglanem sodu.

Teorie Pflugera zmodyfikowat dopiero w latach trzydziestych Ver -
zar (75), ktory rowniez uwazat, ze tluszcz w Swietle jelita ulega catko-
witej hydrolizie, przy czym zemulgowanie lipidow ulatwia ich kontakt
z lipaza, przeczyt jednak mozliwosci tworzenia sie mydet ze wzgledu na
zbyt niskie pH w jelicie. Wedtug Verzara uwolnione kwasy tluszczowe
tworzg z solami kwaséw zotciowych kompleksy dyfundujace przez bto-
ne komorkowa i ulegajgce przy tym rozbiciu. Po przedostaniu sie do ko-
morek nabtonka glicerolu i kwaséw ttuszczowych powstajag z nich po-
nownie tréjglicerydy, natomiast sole kwaséw zotciowych powracajg do
Swiatta jelita i moga znowu braé udziat w wigzaniu kwasoéw ttuszczo-
wych.

Natomiast wedtug tak zwanej ,teorii partycyjnej” wysunietej w la-
tach czterdziestych przez Frazer a (25 hydroliza lipidow w jelicie nie

* Dr, adiunkt Zaktadu Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczanej im. M. Nenc-
kiego PAN w Warszawie.
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jest catkowita miedzy innymi dlatego, ze gromadzace sie na powierzchni
czastek emulsji wolne kwasy tluszczowe uniemozliwiajg lipazie kontakt
z trojglicerydami na granicy faz lipidy—woda. Cze$¢ trdjglicerydéw po-
zostaje niezhydrolizowana, a uwalnia sie tylko okoto 30°/0 kwasow ttusz-
czowych, przy czym powstajg gtownie dwu- i monoglicerydy. Pod
wptywem tréjsktadnikowego uktadu: kwas tluszczowy — monoglicery-
dy — sole kwasdw zo6iciowych powstaje lipidowa emulsja, ktdrej czastki
o Srednicy okoto 0,5 m moga przenika¢ przez btone.

Teoria partycyjna zaktada dwie rozne drogi wchianiania lipidow.
Zemulgowane tréjglicerydy wnikajg do komérek nabtonka, skad po-
przez uktad limfatyczny przechodzg do krwi, natomiast uwolnione kwa-
sy tluszczowe dostajg sie bezposrednio do zyly wrotnej, a nastepnie do
watroby, gdzie ulegajg utlenieniu.

Teoria ta, bardzo kontrowersyjna i pozostawiajaca wiele kwestii nie-
wyjasnionych, zapoczatkowata bardzo intensywny okres badan bioche-
micznych i histologicznych, zmierzajagcych gtownie w trzech kierunkach,
ktére bedag kolejno omdwione.

I. Procesy zachodzace w Swietle jelita w czasie trawienia i wchtaniania lipidéw

Podobnie jak Frazer réwniez Desnuelle i wsp. (20, 21), Borg-
strom (s—13) i Favarger i wsp. (22) stwierdzili, ze hydroliza li-
pidéow w Swietle jelita nie jest kompletna. Okazato sie przy tym, ze
doktadne oznaczenie ilosci poszczegolnych frakcji powstajagcych w wy-
niku hydrolizy jest niemozliwe, poniewaz jednoczes$nie z hydrolizg za-
chodzi pod wptywem lipazy transestryfikacja prowadzaca do czeSciowej
resyntezy trojglicerydow z monoglicerydow i dwuglicerydéw (i2).
Schdédnheyder i Volgvartz (63) wykazali in vitro, ze pod wpty-
wem lipazy z ttuszczéw powstajg kolejno dwuglicerydy, monoglicerydy
i glicerol. Lipaza trzustkowa hydrolizuje wigzanie estrowe trojglicery-
dow gtownie w pozycji 1 i 3-glicerolu (9, 20, 48, 49), skutkiem czego
w jelicie w czasie trawienia lipidow gromadzg sie duze iloSci --mono-
glicerydow (33, 49).

Hofmann i Borgstrom (32) wirujagc tre$¢ jelitowg pobrang
w czasie trawienia lipidéw rozdzielili jg na dwie fazy, goérng — oleista
i dolng, przezroczysta — wodng. Obydwie fazy zawieraly mniej wiecej
jednakowe ilosci lipidéw, ale ich sktad byt rézny: faza oleista zawierata
przede wszystkim dwu- i trojglicerydy oraz niewielkie iloSci kwasow
ttuszczowych i monoglicerydéw, faza wodna natomiast zawierata wolne
kwasy ttuszczowe i monoglicerydy oraz bardzo nieznaczne ilosci dwu-
i tréjglicerydéw. Wystepowanie tych zwigzkéw w fazie wodnej Hofmann
i Borgstrom tlumaczg tworzeniem sie uporzadkowanych zespotow cza-
stek rozpuszczalnych w wodzie tzw. micelli. Sole kwaséw zdiciowych
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jako zwigzki amfipatyczne moga w Swietle jelita tworzy¢ agregaty,
w ktorych czesci polarne czasteczek skierowane sg na zewnatrz (w stro-
ne Srodowiska wodnego), a hydrofobowe czesci niepolarne potgczone
sitami van der Waalsa — do wewnatrz. Takie agregaty majg zdolnos¢
wigczania w swdj sktad zwigzkow lipidowych o charakterze polarnym,
kwasow ttuszczowych i monoglicerydéw, co prowadzi do powstania roz-
puszczalnych micelli. Te micelle ,mieszane” odznaczajg sie¢ pewng zdol-
noscig solubilizacji lipidéw niepolarnych, jednak tak niewielka, ze troj-
glicerydy i dwuglicerydy wystepujag w Swietle jelita gtéwnie w formie
emulsji stabilizowanej przez sole kwasow zo6tciowych, gromadzacych sie
na granicy faz.

Ze wzgledu na niewielkie rozmiary (30—200 A) i wysoki stopien upo-
rzadkowania micelli, roztwdr taki jest optycznie pusty, mozna zatem
mowi¢ o wystepowaniu monoglicerydow i wolnych kwasow ttuszczowych
w formie rozpuszczalnej. Monoglicerydy wystepujg w ukladzie micellar-
nym w formie niezjonizowanej. Ich solubilizacja nie zalezy od pH S$ro-
dowiska (31), a jest uwarunkowana prawdopodobnie tworzeniem sie
blizej nieznanego potgczenia z solami kwasow zéiciowych. Natomiast
solubilizacja kwaséw ttuszczowych zalezy od pH i temperatury; zjoni-
zowane kwasy sg lepiej solubilizowane. Przy pH panujagcym w S$wietle
jelita okoto potowa kwasow ttuszczowych tworzgcych micelle wystepuje
w formie zjonizowanej.

Dotychczas nie wiadomo, jaki jest ksztatt micelli i molekularne roz-
mieszczenie poszczeg6lnych jej sktadnikéw, a takze stopien ich wymiany
z czgsteczkami wystepujgcymi w fazie niemicellarnej.

I1. Przenikanie lipidéw przez btone komérkowa

Zastosowanie mikroskopu elektronowego do badan morfologicznych,
umozliwiajgce doktadniejsze poznanie struktury komorek S$luzowki je-
lita dostarczyto wielu nowych danych o przenikaniu lipidow przez biony
komdrkowe, jednak nie pozwolito na catkowite zrozumienie mechanizmu
wchitaniania lipidow. Z obrazéw otrzymanych w mikroskopie elektrono-
wym wynika, ze btona komérkowa komérek $luzéwki, bedaca barierg
miedzy S$rodowiskiem zewnetrznym a cytoplazmg, zbudowana jest z bi-
molekularnej warstwy lipidow otoczonej z dwu stron przez warstewKi
biatka (26, 27). Na skutek wytworzenia licznych wpukled btony powsta-
ja mikrokosmki rgbka brzeznego, co zwieksza znacznie powierzchnie
chtonng jelita. Obliczono, ze pojedyncza komérka absorbujaca nabtonka
Sluzowki jelita szczura zawiera okoto 3000 mikrokosmkéw, ktore od
strony Swiatta jelita ostoniete sg SciSle przylegajaca warstwg mukopro-
teidow (27).
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Stosowanie mikroskopu elektronowego do badah nad wchtanianiem
lipidow zapoczatkowali w roku 1955 Sjostrand i Zetterqvist
(71), aPalay i Karlin (52, 53) przeprowadzili tg tecfinikg syste-
matyczne obserwacje. Po podaniu szczurom oliwy zaobserwowali oni
wystepowanie osmofilnych kropelek lipidow o $rednicy od 500— 1000 A
pomiedzy mikrokosmkami od strony Swiatta jelita jak rowniez wewnatrz
cytoplazmy komorek S$luzéwki, gdzie kropelki lipidow tej samej wiel-
kosci otoczone byty podwdjnymi btonami. W cze$ciach komorki, odda-
lonych od S$wiatta jelita, $rednica lipidowych kropelek dochodzita do
okoto 2 000 A. Liczne skupienia lipidowych czastek obserwowano réwniez
w strefie aparatu Golgiego. Kropelki lipidowe przechodzity w nastepnej
fazie wchianiania przez btone podstawowa, skad dostawaty sie do na-
czyh limfatycznych. Nie zaobserwowano osmofilnych czastek ani w sa-
mych mikrokosmkach, ani tuz pod mikrokosmkami we witokienkowatej
strefie cytoplazmy (ang. terminal web). Natomiast u podstawy niekto-
rych mikrokosmkéw widoczne byty zagtebienia btony rabka brzeznego
wpuklajgce sie do cytoplazmy. Odrywajaca sie btona tworzyta nastep-
nie pecherzyki o $rednicy okoto 600 A. Pod wptywem diety zawierajg-
cej oliwe ilos¢ takich pecherzykow pinocytarnych, w ktérych znajdowa-
ty sie osmofilne kropelki lipidowe znacznie wzrastala. Na podstawie
tych obserwacji Palay i Karlin wysuneli hipoteze, ze do cytoplaz-
my komdrek nabtonka lipidy dostaja sie na drodze pinocytozy, co zosta-
to potwierdzone przez niektérych innych autoréw (1, 2, 23, 47, 57, 72).

Zdecydowanym przeciwnikiem pogladu o roli pinocytozy w procesie
absorpcji lipidow jest Sjostrand (70), ktéory uwaza, ze btony otacza-
jace krople lipidéw, znajdujace sie w cytoplazmie, nie moga pochodzi¢
z pecherzykéw pinocytarnych, gdyz ich grubo$¢ i budowa r6zni sie od
grubosci i budowy bton ragbka brzeznego.

Wyniki badan nad przechodzeniem lipiddw przez btone komdrkowg
$luzdwki, uzyskane w pracowni Borgstroma (24, 32, 39) sugeruja,
ze wchianianie przez komorki kwasoéw ttuszczowych i monoglicerydéw
z micellarnego roztworu lipidéw nie jest procesem enzymatycznym
i przebiega bez zuzycia energii, o czym Swiadczytby fakt, ze obnizenie
temperatury do 0° nie wptywa na szybko$¢ przenikania lipidow do skraw-
kéw jelita. Ponadto skrawki jelita z réznych czesci przewodu pokarmo-
wego wchtaniajg lipidy z jednakowg szybkoscig. Borgstrom i wsp. przy-
puszczaja, ze przenikanie lipidéw z roztworu micellarnego do komoérek
nabtonka zachodzi wskutek ich rozpuszczania sie w fosfolipidach bton
komérkowych po odszczepieniu soli kwaséw zdéiciowych. Gdyby proces
ten byt enzymatyczny, to nalezatoby oczekiwa¢ roznic szybkosci prze-
nikania lipidobw do komoérek nabtonka z réznych czesci jelita, poniewaz
wiekszo$¢ enzymoOw biorgcych udziat w procesie wchianiania zlokalizo-
wana jest w poczatkowym i Srodkowym odcinku jelita cienkiego (77).

Na mozliwos$¢ przechodzenia micelli lipidowych drogg dyfuzji przez



Rys. 1. Fragmenty komoérek nabtonka S$luzéwki jelita szczura w czasie wchtaniania
lipidow, wedtug (3)
Komérka absorbujgca pokryta od strony Swiatta ($) jelita mikrokosmkami (Mk). W cytoplaz-
mie u podstawy mikrokosmkéw strefa widkienkowata (ang. terminal web TW). W S$wietle je-
lita widoczne krople emulsji lipidowej (E) i osmofilne czastki o $rednicy okoto 150 A—micelle
(M). Podobne czastki widoczne sa réwniez pomiedzy mikrokosmkami i w podstawowej czesci
mikrokosmkéw. W partiach komérki bardziej oddalonych od $wiatta jelita widoczne osmofilne
krople lipidowe (KL) o $rednicy od 500—2000 A (Powiekszone X 20000)
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btony na catej powierzchni mikrokosmkéw wskazujg réwniez badania
za pomocg mikroskopu elektronowego (58, 73).

Inny poglad reprezentujag Ashworth i Lawrence (3). Stwier-
dzili oni (rys. 1), ze zarbwno w sztucznych roztworach micellarnych
otrzymanych z kwasu oleinowego, monooleinianu i taurocholanu sodu,
jak i w tresci jelitowej szczura karmionego lipidami wystepuja czastki
osmofilne o $rednicy od 30—200 A. Takie osmofilne czastki odpowiada-
jace wielkoscig micellom zaobserwowali oni réwniez pomiedzy mikro-
kosmkami komoérek nabtonka; sq one na og6t luzno zwigzane z okrywa-
jacymi ragbek brzezny filamentami mukoproteidowymi. W poczatko-
wych stadiach wchtaniania lipidow w komérkach absorbujgcych nabton-
ka jelita wytwarzaty sie jak gdyby ,kieszenie” powstajgce wskutek
~wptywania” btony komérkowej do apikalnej czesci komorki (ang. mem-
brane flow). Wplywajgca btona tworzyta widoczne w strefie widkien-
kowatej cytoplazmy tuz pod mikrokosmkami pecherzyki o srednicy oko-
fo 1000 A, w ktdrych znajdowaty sie drobne kropelki lipidowe. W bar-
dziej odlegtych od Swiatta jelita czesciach komérki znajdowaty sie wiek-
sze, osmofilne krople lipidowe, ktorych Srednica dochodzita do 2 000 A
(rysunek 1).

Ashworth i Lawrence przypuszczajg wiec, ze lipidy przenikajg do
komorek nabtonka w postaci molekularnej i dopiero w cytoplazmie zle-
wajg sie w wieksze skupienia. Przenikanie to moze zachodzi¢ badz przez
przytgczanie sie micellarnych lipidow do bilony mikrokosmkéw i wytwa-
rzania luznego kompleksu: btona-lipidy micellarne, badZ tez drogag syn-
tezy nowych lipoproteidow bitony komoérkowej; blona ta ,,wplywajac”
do cytoplazmy mogtaby by¢ przenosnikiem lipidow (3). Przechodzenie
calych, niezmienionych micelli badZ to drogg pinocytozy, badz dyfuzji
powodowatoby przedostawanie sie do komorek nabtonka wraz z lipidami
réwniez soli kwaséw zotciowych i w konsekwencji — deficyt tych ostat-
nich uniemozliwiajacy hydrolize i wchtanianie dalszych partii lipidow
(skadinad wiadomo, ze sole kwasoéw zdiciowych nie sg wchianiane w je-
licie cienkim (46)).

Jak wida¢, mechanizm przedostawania sie lipidow ze Swiatta jelita
do komérek nabtonka daleki jest jeszcze od wyjasnienia. Najbardziej
prawdopodobne wydajg sie dwie koncepcje. Jedna, reprezentowana przez
Borgstroma i wsp. (24, 32), ttumaczy przechodzenie molekularnych
kwasow ttuszczowych i monoglicerydéw z micellarnego roztworu lipi-
doéw ich rozpuszczalnosciag w strukturalnych fosfolipidach biton komor-
kowych, bez udziatu procesow enzymatycznych i bez zuzycia energii.
Druga koncepcja, reprezentowana przez Ashwortha i Lawren-
ce’a (3) thumaczy ten proces wbhudowywaniem sie lipidow w bione ko-
moérkowa, petnigcg role ich przenosnika. Obydwie hipotezy zakladaja,
ze micelle podczas przenikania przez btony muszg ulec rozbiciu dzieki
odszczepieniu sie soli kwasow zotciowych.
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Dotychczas nie wiadomo, jakie czynniki powoduja odszczepianie sie
soli kwaséw zo6tciowych, jak zachowujg sie micelle po utracie tego waz-
nego skiadnika i czy proces rozbicia micelli zachodzi na zewnatrz, czy
wewnatrz btony komorkowej.

I11. Procesy zachodzgce w komdrkach $luzéwki jelita

Stwierdzenie hydrolizy lipidéw w $wietle jelita nasuwa zagadnienie
mechanizmu ich resyntezy w komorkach $luzéwki. Sam fakt resyntezy
trojglicerydéw w S$cianie jelita znany byt od 1884 roku, kiedy M un k
(50) zaobserwowat podczas wchtaniania kwasow ttuszczowych pojawie-
nie sie w limfie zwiekszonej iloSci tluszczo6w obojetnych. Proces resyn-
tezy uwazany byt przez diugi czas za odwrocenie enzymatycznej lipo-
lizy. W latach trzydziestych Sinclair (66—69) i Ver zar (75 wy-
suneli przypuszczenie, ze kwasy tluszczowe po przedostaniu sie do ko-
morek Sluzéwki, ulegajg wiaczeniu w fosfolipidy zanim zostang whbu-
dowane w trojglicerydy. Zostalo to potwierdzone przez wielu badaczy
(4, 5 s, 7, 55, 62, 78). Okazato sig, ze catkowita ilos¢ fosfolipidéw nie
wzrasta podczas wchtaniania, a tylko zmienia sie rodzaj wchodzacych
w ich skiad kwaséw ttuszczowych pod wpltywem kwaséw podanych
w pokarmie. Wzrost zawartosci fosfolipidow stwierdzono jednak u nie-
ktorych gatunkéw owaddw (78).

Zgodnie ze schematem Kennedy’ego (42), gtdwnym intermedia-
tem w biosyntezie szeregu lipidow w komodrkach watroby jest kwas
fosfatydowy, powstajacy w wyniku estryfikacji a-glicerofosforanu przez
zaktywowane kwasy tluszczowe. Po enzymatycznej defosforylacji kwa-
su fosfatydowego powstajg dwuglicerydy, z ktérych syntetyzowane sg
badz tréjglicerydy droga przytaczania trzeciej czasteczki kwasu ttusz-
czowego, badz za posrednictwem odpowiednich pochodnych nukleotydow
cytydylowych — fosfolipidy (42, 44, 45, 74).

Wkrotce po ukazaniu sie prac Kennedy’ego i wsp. (42, 43, 76)
Johnston i Bearden (36, 37) wysuneli przypuszczenie, ze po-
dobny przebieg moze mie¢ biosynteza lipidow obojetnych i fosfolipidéw
w Sluzdwece jelita, poniewaz w czasie inkubacji ,,nicowanych workow”
jelita chomika zaréwno pietnowane kwasy ttuszczowe, jak i pietnowany
ortofosforan whudowywaty sie do frakcji kwasu fosfatydowego. Clark
i Hiibscher (16) znalezli w S$luzéwce jelita enzym defosforylujacy
kwas fosfatydowy do dwuglicerydu — fosfataze kwasu fosfatydowego
(fosfohydrolaza kwasu L-a-fosfatydowego (3.1.3.4)), a ponadto stwier-
dzili estryfikowanie powstatego dwuglicerydu do trdjglicerydu. Doda-
nie a-glicerofosforanu do mieszaniny inkubacyjnej zawierajgcej frakcje
mitochondrialng $luzéwki jelita krolika, kwas tluszczowy, ATP i CoA
znacznie wzmagato synteze glicerydéw (18). Poczgtkowo uwazano, ze
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w syntezie lipidow w S$luzowce jelita bierze udziat jedynie a-glicero-
fosforan pochodzacy z przemiany weglowodandw, natomiast glicerol
uwalniany w czasie hydrolizy tréjglicerydéw w S$wietle jelita nie jest
wykorzystany z powodu braku kinazy glicerolowej (28). W ostatnich
latach stwierdzono jednak wbudowywanie znakowanego glicerolu do
trojglicerydéw stymulowane przez wolne kwasy tluszczowe (15, 60),
a takze obecnos¢ kinazy glicerolowej w $luzéwecee jelita szczura i innych
zwierzat (19). Obecnie uwaza sie zatem, ze wolny glicerol moze ulegac
w komarkach $luzéwki fosforylacji i by¢é w pewnym stopniu wykorzysta-
ny do biosyntezy trdjglicerydow.

W S$luzéwce jelita zachodzi synteza zardwno tluszczow obojetnych
jak i fosfolipidow i szereg czynnikéw decyduje prawdopodobnie o tym,
jaki rodzaj lipidu powstaje z wspolnego prekursora — kwasu fosfatydowe-
go (42). Hipoteza Johnstona (35 uzaleznia kierunek syntezy od do-
ptywu wolnych kwasow ttuszczowych do komérek S$luzéwki. Gdy do-
ptyw jest matly, a w cytoplazmie znajdujg sie nukleotydy cytydylowe,
zachodzi synteza fosfolipidow. Przy znacznym doptywie kwaséw ttusz-
czowych nastepuje przesuniecie procesu na korzy$¢ biosyntezy tréjgli-
cerydow.

Clark i Hiibscher (17, 18 przypuszczali natomiast, Ze bio-
synteza tréjglicerydéw w S$luzdwce jelita moze réwniez zachodzi¢ przez
bezposrednig acylacje monoglicerydow doptywajacych do komoérek $lu-
zowki ze Swiatla jelita. Wykazali oni, ze powstajgce w Swietle jelita
2-monoglicerydy sa znacznie lepszymi akceptorami kwaséw tluszczo-
wych niz J-monoglicerydy. Szybko$¢ biosyntezy trojglicerydow zalezy
od rodzaju podawanego monoglicerydu; na przyktad monooleinian jest
znacznie szybciej inkorporowany do trdjglicerydéw niz monopalmity-
nian. Synteze tréjglicerydow z monopalmitynianu i zaktywowanych
kwaséw ttuszczowych we frakcji mikrosomowej $luzéwki jelita szczura
wykazali Senior i Isselbacher (65), przy czym monoglicerydy
byty znacznie lepszymi akceptorami kwasow ttuszczowych, niz a-glice-
rofosforan. Autorzy podkre$laja, ze taka synteza trdjglicerydéw moze
by¢ bardziej korzystna dla organizmu, gdyz wymaga mniejszego zu-
zycia energii niz synteza z a-glicerofosforanu. Dowodu na to, ze cala
czasteczka monoglicerydéw bierze udziat w reakcji, a nie produkty jej
rozpadu, dostarczyly doswiadczenia, w ktorych podawano zwierzetom
podwojnie pietnowany monogliceryd, znaczony 3 w glicerolu i 14C
w resztach kwasow ttuszczowych (35, 38, 40). Okazato sie wdwczas, ze
stosunek 3H do 14C w dwu- i trdjglicerydach tkanki jelitowej jest bar-
dzo bliski stosunkowi w podawanym monoglicerydzie.

Na udzial innego prekursora lipidow w S$luzéwce jelita wskazujg
Paris i Clement (54). Po inkubacji segmentéw jelita szczura
w obecno$ci podwdjnie pietnowanego monopalmitynianu, znalezli oni
radioaktywno$¢ gtéwnie w wyizolowanym ze Sluzéwki jelita kwasie lizo-
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fosfatydowym, co nasuneto przypuszczenie, ze moze on byé interme-
diatem w biosyntezie trojglicerydow. Mogthy on powstawaé¢ w dwojaki
spos6b. Wedtug jednej koncepcji z monogliceryddw w S$luzéwce jelita
powstaje glicerol, ktéry ulega fosforylacji do glicerofosforanu, a ten —
acylowaniu do kwasu lizofosfatydowego. Wedtug drugiej koncepcji,
kwas lizofosfatydowy powstaje przez bezposrednig fosforylacje mono-
glicerydu. Po przytgczeniu do kwasu lizofosfatydowego drugiej czastecz-
ki kwasu tluszczowego powstawatby kwas fosfatydowy. Wydaje sie jed-
nak, ze hipoteza ta nie jest jeszcze wystarczajgco udowodniona.

Omowione trzy mozliwe drogi biosyntezy trojglicerydow przedstawia
schemat 1

Schemat 1 Hydroliza i biosynteza tréjglicerydéw w jelicie

a — hydrolaza estréw glicerolowych (3.1.1.3); b — transferaza ATP_glicerol (2.7.1.30); ¢ — ligaza
kwas tluszczowy-CoA (6.2.1.3); d — acylotransferaza acylo-CoA:L-glicerol-3-fosforan (2.3.1.15);
e — acylotransferaza acylo-CoA:monogliceryd; f — fosfohydrolaza kwasu L-a-fosfatydowego

(3.1.3.4); g — acylotransferaza acylo-CoArdwugliceryd

Brindley i Hiibscher (14) wykazali w mikrosomach S$luzow-
ki jelita szczura obecno$¢ ukladow enzymatycznych umozliwiajgcych
biosynteze trdjglicerydéw zaréwno poprzez kwas fosfatydowy jak i po-
przez monoglicerydy.

Istniejg jednak réznice zdan na temat stopnia wykorzystania przez
organizm kazdego z tych dwdéch szlakéw biosyntezy, szczegdlnie w cza-
sie wchianiania lipidow, kiedy do komérek Sluzéwki doptywa duza ilosé¢
monoglicerydéw i wolnych kwaséw ttuszczowych (30, 51, 64). Zagadnie-
nie to zostato ostatnio do pewnego stopnia wyjasnione przez Kerna
i Borgstroma (41). Badali oni rozmieszczenie radioaktywnosci we
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frakcjach lipidowych po inkubacji skrawkoéw jelita chomika w micel-
larnym roztworze znakowanych prekursorow trojglicerydéw i stwierdzi-
li, ze przy odpowiedniej ilosci monoglicerydéw doptywajgcych do ko-
morek Sluzéwki resynteza tréjglicerydow zachodzi prawie catlkowicie po-
przez bezposrednig estryfikacje monoglicerydéw. Jedynie przy niedosta-
tecznej iloSci monoglicerydow trdjglicerydy sa intensywnie syntetyzo-
wane przy udziale kwasu fosfatydowego, przy czym kluczowg role w tym
procesie odgrywa fosfataza kwasu fosfatydowego. Enzym ten aktywo-
wany jest in vitro przez wolne kwasy tluszczowe, wzrost jego aktyw-
nosci stwierdzono rowniez w jelicie zaby w czasie wchianiania lipidow
(59). By¢ moze, wolne kwasy ttuszczowe aktywujgc fosfataze kwasu
fosfatydowego zwiekszajg stopiei wykorzystania tego szlaku przy bio-
syntezie lipidow w S$luzéwce. O drodze resyntezy trojglicerydow w $lu-
z6wce jelita decydowatyby zatem ilo$¢ i rodzaj dostepnych substratow.

Poznanie drdg resyntezy lipidow w $luzéwce jelita nie wyjasnia jesz-
cze wszystkich procesow zachodzgcych w komoérce w zwigzku z przy-
swajaniem ttuszczéw. Nalezy bowiem rédwniez uwzglednié fakt, ze lipidy
opuszczajg komoérke w postaci chylomikronow. Termin ten wprowadzit
Gage w 1920 roku dla czastek pojawiajgcych sie we krwi i limfie pod-
czas chtonienia tluszczéw, widocznych w mikroskopie w ciemnym polu
jako czastki o Srednicy od 05— 1 m, silnie rozpraszajgce Swiatto. Chylo-
mikrony zbudowane sg z trojglicerydéw, ktére stanowig okoto 90% ich
masy, dwuglicerydéw, cholesterolu, fosfolipidéw, oraz biatka wystepu-
jacego w ilosci od 0,2—21%. Wedtug Seniora (64) we wnetrzu chylo-
mikronéw znajduja sie lipidy obojetne, otoczone warstewkg lipoprotei-
dowa. Biatko i fosfolipidy, ktdre wystepujg jedynie w niewielkich ilo$-
ciach, sg pomimo to istotnymi sktadnikami chylomikronéw; S$wiadczy
0 tym fakt, ze podanie zwierzeciu zwigzk6w hamujacych synteze biatek
1fosfolipidow powoduje nagromadzenie sie lipidow obojetnych w komor-
kach S$luzowki, oraz hamuje transport lipidow do krwi (34). Chylomi-
krony tworza sie w bazalnej czesci komérek sluzéwki (34), skad prawdo-
podobnie droga pinocytozy (64) dostajg sie do przestrzeni miedzykomor-
kowych, nastepnie do naczyn limfatycznych i do krwi. Miejsce i mecha-
nizm powstawania chylomikronéw, jak réwniez sposob przedostawania
sie ich z komdrek do przestrzeni miedzykomdrkowych, sg jednak do-
tychczas mato poznane.
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MARIA SKONIECZNA*, IRENA SOPATA**, JANINA WIZE**,
ELZBIETA WOJTECKA-LUKASIK**

Aktualne poglady na strukture i wiasnosci kolagenu
The Actual View on the Structure and Properties of Collagen

The actual views on the structure and properties of collagen are presented.

. Wystepowanie i otrzymywanie kolagenu

Kolagen jest biatkiem wibékienkowym (zdjecie 1) tkanki #gcznej (2)
kregowcow i bezkregowcow, u ktorych stanowi okoto 30% wszystkich
biatek. Wystepuje on w postaci diugich, najczesciej nierozgatezionych
witokien o srednicy okoto mikrona w skdrze, chrzgstkach, $ciegnach,
kosciach, scianach naczyn i w btonach pecherza ptawnego ryb.

Witokna kolagenowe stanowig 80% wszystkich sktadnikéw skory (172).
Pod mikroskopem wygladajg one jak przypadkowo splecione wigzki, jed-
nak przy ogladaniu wiekszych obszaréw skdry wytania sie okreSlony
porzadek. W $ciegnach wtokna kolagenowe wystepujg w postaci dtugich,
rownolegtych wigzek, ktére warunkujg duzg sprezystosé i wytrzymato$é
mechaniczng Sciegien. W chrzastkach widkna kolagenowe sg zazwyczaj
bardzo cienkie, utozone przypadkowo i osadzone w duzej masie substancji
miedzykomdrkowej. Widkna kolagenowe w rogéwce oka utozone sg w ten
sposob, ze ich wspotczynnik zatamania Swiatla jest identyczny ze wspéit-
czynnikiem substancji, w ktdrej sa osadzone (60), co warunkuje przezro-
czysto$¢ rogoéwki. Podobny typ uporzadkowania widkien kolagenowych
wystepuje w przezroczystej skorze rozwijajacych sie zarodkow ptazow.

Swiezo zsyntetyzowany przez fibroblasty kolagen, znajdujacy sie
w przestrzeniach miedzykomérkowych rozpuszcza sie w rozcienczonych
roztworach kwaséw (36, 42, 112, 120, 161, 162), buforach cytrynianowych
o pH 3,5—4,0 (69, 120, 152), chtodnych roztworach obojetnych soli (37, 53,
57, 81, ss) oraz tagodnych roztworach alkalii (69). Kolageny otrzymane
w ten sposéb z r6znych tkanek okresla sie wspolnym terminem ,kolagen

* Mgr, asystent Zaktadu Biochemii Akademii Medycznej w Warszawie.
** Mgr, st. asystent Zaktadu Biochemii Instytutu Reumatologicznego w War-
szawie.



86 M. SKONIECZNA | WSP. [2]

rozpuszczalny”, poniewaz ich roztwory zawierajag makroczasteczki tropo-
kolagenu (TC) o tym samym ksztatcie, konfiguracji taficuchéw i maja
podobne cechy fizykochemiczne (54, 83, 105, 106, 122). Kolagen dojrzaty
znajdujacy sie w tkankach w postaci wiokien jest biatkiem nierozpusz-
czalnym. Mozna go przeprowadzi¢ w kolagen rozpuszczalny trawigc
tkanki amylazag w pH 5,4 (115).

1. Wiasnosci kolagenu

Kolagen wyré6znia sie sposrdd innych biatek trzema charakterystycz-
nymi cechami:

1. tworzy witbkna, ktére w mikroskopie elektronowym wykazujg po-
przeczne prazkowanie powtarzajace sie w odstepach co 640 A

2. ma specyficzng strukture Il-rzedowa, ktorej odzwierciedleniem jest
okres identycznosci 2,86 A ustalony na podstawie interferencji pro-
mieni X

3. ma charakterystyczny sktad aminokwasowy: zawiera gtdwnie kwa-
sy pirolidynowe (okoto 25a/® i glicyne (okoto 30°/0) a ponadto rzadko
wystepujac w biatkach zwierzecych hydroksylizyne.

Witokna kolagenu maja charakterystyczng wiasciwos¢ kurczenia sie
do okoto 1/4 poczatkowej dtugosci po ogrzaniu powyzej tak zwanej tem-
peratury kurczenia Ts (29, 41, 43), ktéra zalezy od rodzaju kolagenu.
Stwierdzono, ze istnieje $cista zalezno$¢ miedzy Ts i zawartoscig kwasow
pirolidynowych w kolagenie (15, 62, 63, 131). Wtokna kolagenowe majg
réwniez zdolno$¢ pecznienia w roztworach wodnych (167).

Kolagen natywny jest oporny na dziatanie nieswoistych enzymoéw
proteolitycznych (32, 55, 80, 91, 92, 93, 117). Ulega on tatwo denaturacji
cieplnej przechodzac w zelatyne i w tej postaci jest wrazliwy na dzia-
tanie wiekszosci niespecyficznych proteaz. Poniewaz denaturacja nie po-
woduje zmian w sktadzie aminokwasowym prawdopodobnie zatem inna
wiasciwos¢ kolagenu, a nie specyficzna sekwencja reszt aminokwasowych
warunkuje jego opornos$é. By¢ moze decyduja o tym wigzania krzyzowe,
heliksowa superstruktura lub tez charakterystyczna konfiguracja prze-
strzenna (i101).

Roztwory kolagenu wykazujg duza ujemng skrecalnosé optyczna: przy
dtugosci fali 365 nm wiasciwa skrecalno$¢ optyczna wynosi —1330° (24).
Wysoka jest réwniez graniczna liczba lepkosci tych roztworéw, ktéra
waha sie od 14 do 16 (24, 36, 96, 116, 169).

Kolagen rozpuszczony w chtodnych, obojetnych roztworach soli ulega,
po ogrzaniu do temperatury ciata (37°C), spontanicznej polimeryzacji
(zjawisko cieplnej precypitacji) do wibékienek o $rednicy rzedu od kilku-
set do kilku tysiecy A i typowym okresie periodycznosci 640 A. (4, 18,
28, 58, 174). Te rekonstytuowane termicznie witdkienka przechodzg po-
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nownie do roztworu po ochtodzeniu, jezeli czas inkubacji nie przekraczat
kilku minut. W miare przedtuzania inkubacji coraz mniej widkienek
przechodzi do roztworu po oziebieniu, a po 24 godzinach w 37°C ponad
80°/oi wiokienek pozostaje nierozpuszczone. Mozna to ttumaczy¢ zwieksza-
niem sie w czasie inkubacji liczby wtérnych wigzan krzyzowych (39).

Schemat 1. Rézne typy agregacji trapokolagenu in vitro (wedtug 153)

Prawdopodobnie ruchy Browna umozliwiajg stosunkowo sztywnym
i strukturalnie specyficznym czasteczkom kolagenu dopasowanie sie
w bardziej stabilne potaczenia. Wysoki stopiei oczyszczenia badanych
preparatow kolagenu wyklucza mozliwo$¢ udziatu w tym procesie enzy-
moéw lub innych substancji.

Widkienka kolagenowe natywnego typu (zdjecie 2a) o charaktery-
stycznej periodycznosci 640 A mozna otrzymaé z roztworow tego biatka
doprowadzajac ich pH do 7, ogrzewajac je do 37°C, lub dodajac chlorku
sodu do stezenia 1%> (70).

Rozpuszczalny kolagen moze precypitowac z roztworu takze w innych
formach jak to wykazat Schmitt (153) (schemat 1). Z roztworu
kolagenu w kwasie octowym po dodaniu NaCl do stezenia konAcowego
2%0* wypadajg widkienka o nienormalnej periodyczno$ci 210 A, a przy
5°/o stezeniu koncowym NaCl — widkienka nie majgce periodycznosci.
Dtugie, niespolaryzowane formy tak zwane FLS (ang. fibrous long
spacing) wypadajg z roztworu kolagenu po dodaniu matych ilosci kwas-
nego glikoproteidu (zdjecie 2b). W formach tych makroczasteczki TC
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potaczone sa ,koniec do konhca” i zagregowane ,bok do boku” w ten
sposéb, ze lezg jedna pod druga. Ten typ uporzadkowania warunkuje
okres identycznos$ci okoto 2600 A. Dodanie ATP do kwasnych roztworow
kolagenu powoduje jego precypitacje w postaci dtugich spolaryzowanych
segmentéw tak zwanych SLS (ang. segment long spacing), w ktérych
wszystkie makroczagsteczki TC sg zagregowane ,,bok do boku” i utozone
jedna pod drugg (zdjecie 2c). Dtugos$¢ form SLS odpowiadajgca makro-
czasteczce TC wynosi okoto 2600A, jest wiec okoto cztery razy wieksza
od okresu identycznosci 640 A obserwowanego w natywnym typie
wibkien kolagenu. Natywny typ wibkna powstaje zatem przez podiuzne,
jednokierunkowe przemieszczenie sie sgsiednich protofibryl (liniowych
polimeré6w makroczasteczek TC) o 1/4 ditugosci makroczasteczki tropo-
kolagenu.

I11. Budowa makroczgsteczki tropokolagenu

1. Sktad aminokwasowy

Sktad aminokwasowy kolagenoéw wielu gatunkéw kregowcow nie
rozni sie w sposéb istotny (25, 26, 95, 114, 131, 164) (tablica 1). Biatko to
zawiera 331% (+5%) glicyny, okoto 25% kwaséw pirolidynowych, pro-
liny i hydroksyproliny (60). Aminokwasy aromatyczne i zawierajace
siarke wystepujg w stezeniu mniejszym niz 1'% (64, 70) przy czym nie
stwierdzono obecnosci tryptofanu i cysteiny (152). W kolagenie wystepuje
okoto 1% hydroksylizyny (69). Jej obecno$¢ uwazana jest za bardziej
charakterystyczng ceche kolagenu niz wystepowanie hydroksyproliny,
ktéra znajduje sie w duzych iloSciach takze w specyficznych biatkach
roslinnych (64).

Kolagen bezkregowcdw (108, 130, 158, 170, 171, 173) zawiera okoto
30n» glicyny podobnie jak u kregowcow, natomiast zawarto$¢ proliny
waha sie w granicach 13 do 280 reszt, a hydroksyproliny od 24 do 165
reszt na iooo reszt aminokwasowych.

Chandrarajan i Bose (190 badajac kolagen rozpuszczalny
w solach obojetnych, cytrynianach i kwasach stwierdzili, ze w makro-
czasteczce TC C-koAcowymi aminokwasami sa: glicyna, alanina i leu-
cyna, a N-koncowymi — kwas asparaginowy i glicyna.

W celu ustalenia sekwencji aminokwaséw w kolagenie trawiono go
za pomocg specyficznych bakteryjnych kolagenaz w pH 6,4—7,5 (34,
39, 101). Kolagenaza odszczepia z kolagenu roznigce sie wielkoScig
peptydy, w ktérych N-koncowym aminokwasem jest gtéwnie glicyna
(48, 72, 73, 109), a C-koncowymi — hydroksyprolina i alanina (72, 87,
100, 109). Z analizy tych peptydow wynika, ze makroczasteczka tropo-
kolagenu nie ma jednakowej budowy na catej swojej diugosci. Skiada
sie ona z dwéch, wyraznie réznych, powtarzajacych sie obszaréw: polar-



Rys. 1. Zdjecie natywnych witékien kolagenu uzyskane w mikroskopie elektro-
nowym (wediug 60)

Rys. 2. Zdjecia natywnych widkien kolagenu (a), form FLS (b) i form SLS (c)
uzyskane w mikroskopie elektronowym (wedtug 60)



Rys. 3. Zdjecie makroczasteczek kolagenu uzyskane w mikroskopie elektronowym
(wedtug 74)
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nych (amorficznych) i niepolarnych (krystalicznych) (3, 35, 64). Te ostat-
nie stanowig 50—60% makroczasteczek (34, 109). Badania preparatéw
kolagenu barwionych kwasem fosforowalframowym lub solami uranu
wykazaly, ze obszarom polarnym odpowiadaja na obrazie z mikro-
skopu elektronowego pasma, a niepolarnym obszary miedzypasmowe
wystepujace naprzemian wzdtuz catej makroczasteczki TC (75, 118). Nie-
polarne obszary zawierajg powtarzajgcg sie sekwencje aminokwasow:
Gli-Pro-x-Gli, gdzie x jest zwykle alaning lub hydroksyproling (34, 64).
Kolagenaza rozszczepia wigzanie peptydowe miedzy x-Gli i dlatego po-
wstajg z tych obszarow peptydy: Gli-Pro-ProOH i Gli-Pro-Ala. Polarne
obszary prawdopodobnie nie maja takiej sekwencji aminokwasow, gdyz
po enzymatycznym trawieniu kolagenu otrzymuje sie rdwniez wieksze
peptydy, zawierajgce przecietnie okoto 11 do 15 reszt aminokwasowych.
Na podstawie tych badan ustalono nastepujaca sekwencje aminokwaséw
w makroczgsteczce TC:

-(Gli-Pro-x)n — polarny region -(Gli-Pro-x)n — polarny region
gdzie n = 5—7.

2. Sktadniki cukrowe

W skitad makroczgsteczki TC wchodzg rowniez cukrowce, ktorych
zawarto$¢ zalezy od rodzaju kolagenu (s, 16, 45, 47, 77, 90). Gross
i wsp. (56) wykazali, ze w kolagenach kregowcéw wystepuje gtownie
glukoza i galaktoza w ilosciach od o.s do 2% oraz $ladowe iloSci innych
heksoz, pentoz i heksozoamin. Wyjatek stanowi witrozyna (kolagen
ptynu ocznego), zawierajgca 10°/0 heksoz i 4°/0 heksozoamin: glukozo-
aminy i galaktozoaminy. Blumenfeld i wsp. (¢) stwierdzili, ze
ichtiokol zawiera 1,4 (£0,1) reszt glukozy i 2,1 (£0,2) reszt galaktozy na
1000 reszt aminokwasowych, co odpowiada 5 resztom glukozy i 7 resztom
galaktozy na makroczasteczke TC o ciezarze czgsteczkowym 320 000.

Kolagen bezkregowcéw zawiera od 5 do 15% cukrowcow. Oprocz glu-
kozy i galaktozy znaleziono w nim duze ilosci glukozaminy, galaktoza-
miny, mannozy, fukozy kwaséw uronowych i arabinozy (56, 59).

Sposéb w jaki cukrowce tgczg sie z tahncuchami polipeptydowymi
w makroczasteczce TC nie jest dostatecznie wyjasniony. Grassman
i wsp. (46) oraz Blumenfeld i wsp. (s) przypuszczaja, ze heksozy
potgczone sg z biatkiem wigzaniem O-glikozydowym. Wediug Ga 1-
lopa (39) Jaeksozy moga sie taczy¢ z tancuchami polipeptydowymi
takze wigzaniami estrowymi. Butler i wsp. (16, 17) wykazali, ze
heksozy wystepujag gtdwnie w zasadowych obszarach makroczasteczki
TC i taczg sie z poszczegblnymi tanicuchami polipeptydowymi wigzaniami
O-glikozydowymi poprzez grupy hydroksylowe hydroksylizyn. Autorzy
ci proponujg nastepujaca sekwencje tych zasadowych obszaréw: -Gli-
-Met-LizOH-(glukoza + galaktoza)-Gli-His-Arg-.
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3. Makroczasteczka tropokolagenu

Makroczasteczka TC ma postaé¢ diugiego, sztywnego preta o wymia-
rach okoto 2900 A x 15 A (zdjecie 3), a jej ciezar czasteczkowy wynosi
okoto 350 000. Wartosci te ustalone dla monomeru ichtiokolu (kolagen
otrzymany z bton pecherzy ptawnych ryb) przez Boedtkera i Doty
(9), potwierdzili Hall i Doty (67, ¢s) na podstawie badah w mikro-
skopie elektronowym. Podawane dla roznych preparatéw wartosci ciezaru
czasteczkowego wahajg sie zaleznie od sposobu badania i metod otrzymy-
wania kolagenu. Na przyktad dla kolagenu skéry cielecej Rice i wsp.
(143) podali ciezar czasteczkowy 250000 do 310000, a Davison
i Drake (23) — 260 000 (+ 10 000).

Model makroczasteczki kolagenu opracowali Ramachandran
i Karth (141), a nastepnie zmodyfikowali Rich i Crick (144,
145).

Makroczasteczka ta sktada sie z trzech taAcuchéw polipeptydowych
(52), z ktérych kazdy jest lewoskretnym a-heliksem o konfiguracji poli-
-L-proliny Il lub poli-L-glicyny 1l (21, 22). Ich lewoskretno$¢ uwarunko-
wana jest wysokg zawartoscia kwas6w pirolidynowych (60). Te trzy
polipeptydowe tancuchy zwijajg sie wokét wspdlnej osi wytwarzajgc
spirale prawoskretng. ancuchy polipeptydowe potgczone sg wigzaniami
wodorowymi utworzonymi przez reszty glicyny (5). Przy ogrzewaniu
roztworu kolagenu powyzej temperatury denaturacji (tzn. powyzej 40°C),

Tablica -
Sktad aminokwasowy poszczegélnych tafncuchéw w makroczasteczce TC (wg 134)
kolagen al oc2 a3

Aminokwas
ilo$¢ reszt/1000 reszt aminokwasowych

Hydroksyprolina 54 56 60 61
Kwas asparaginowy 51 50 56 51
Treonina 23,2 21,4 25,9 23,2
Seryna 66 68 68 70
Kwas glutaminowy 75 77 63 80
Prolina 98 99 97 95
Glicyna 347 345 340 352
Alanina 111 125 109 101
W alina 19,8 14,6 21,1 20,8
Metionina 16,7 14,2 16,9 15,7 .
Izoleucyna 11,0 10,3 10,8 9,1
Leucyna 20,6 17,9 24,2 17,3
Tyrozyna 3,6 1,0 6,4 2,5
Fenyloalanina 11,5 13,6 7,9 11,5
Hydroksylizyna 6,6 5,0 8,3 4,8
Lizyna 26,2 29,0 20,3 28,7
Histydyna 7,7 4,6 11,6 6,5

Arginina 52 50 54 50
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a takze po dodaniu duzych ilosci mocznika lub guanidyny struktura
spiralna zostaje zniszczona, a poszczego6lne tancuchy polipeptydowe od-
dzielajg sie od siebie (154).

Analiza chromatograficzna wykazata, ze jeden z tancuchéw rézni sie
wyraznie sktadem aminokwasowym od dwdéch pozostatych (10, 11, 96, 97,
132, 133). Lancuchy te oznaczono symbolami al i a2 i przyjeto, ze makro-
czasteczka TC zawiera dwa tanicuchy al i jeden tancuch a2. W 1964 roku
Piez (134) badajac kolagen skory dorsza stwierdzit jednak, ze wszystkie
trzy tancuchy polipeptydowe réznig sie miedzy sobg sktadem aminokwa-
sowym i oznaczyt je: al, a2 i a3 (tablica 2). Najwieksze réznice stwierdzit
w zawartosci nastepujacych aminokwasow: lizyny, alaniny, tyrozyny,
hydroksylizyny i histydyny. Hydroksyprolina wystepujagca we wszystkich
trzech tancuchach zostata zidentyfikowana jako 4-hydroksyprolina (135).
Piez wysungt hipoteze — ze rowniez w kolagenach innych gatunkow
zwierzat wystepuja trzy rézne tancuchy polipeptydowe, co potwierdzili
Borstein i wsp. (12) oraz Heidrich i wsp. (71), ktérzy badali
kolagen skér szczura i cielaka.

Obecnie przyjmuje sie, ze poszczegOlne tancuchy sktadajg sie okoto
1000 reszt aminokwasowych i majg ciezar okoto 95 000 (71, 135).

4. Podjednostkowe modele makroczasteczki TC

Polipeptydowe taricuchy wchodzgce w sktad makroczasteczki TC
wedtug Gallopa (39 zbudowane sg z podjednostek potgczonych wig-
zaniami kowalencyjnymi. Pod dziataniem hydrazyny lub hydroksylaminy
w odpowiednio tagodnych warunkach (roztwér IM, pH 10, temperatura
40°C) nastepuje fragmentacja tancuchéw polipeptydowych do podjed-
nostek o ciezarze okoto 30 000 (5, 7, &). Z ilosci otrzymanych hydrazydéw
obliczono, ze w jednym ftancuchu polipeptydowym zostaje rozerwanych
¢ Wigzan estrowych, to znaczy 18 na catg makroczgsteczke TC. Wedtug
modelu Gallopa (schemat 2) kazdy tancuch a w makroczasteczce TC
sktada sie z czterech podjednostek o ciezarze okoto 30 000, potgczonych
ze sobg parami wigzan typu estrowego. W wigzaniach tych biorg udziat
a i p karboksylowe grupy kwasu asparaginowego znajdujgce sie blisko
C-konca kazdej podjednostki tafcucha polipeptydowego. Dwa sasiednie
wigzania estrowe oddzielone sg od siebie najwyzej przez siedem reszt
aminokwasowych. Opierajgc sie na danych Franzblau i wsp. (33),
ze stosunek estrow do heksoz wynosi » :1, a tyrozyny do heksoz : :.
Gallop (39 podat nastepujacy sposéb powstawania wigzania krzyzo-
wego: grupa a karboksylowa jednej i grupa P karboksylowa drugiej
reszty kwasu asparaginowego wigzg sie z grupami hydroksylowymi
heksozy tworzac pare wigzan estrowych, a heksoza taczy sie wigzaniem
O-glikozydowym z tyrozyna sasiedniej podjednostki; reakcje transestry-
fikacji prowadza nastepnie do powstawania wigzan wewnatrzczastecz-
kowych i miedzyczasteczkowych.
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Schemat 2. Model podjednostki tropokolagenu (wedtug 39)
X — zwykle alanina lub hydroksyprolina; Y — nieznany weglowodan

Udziat heksoz w powstawaniu wigzan krzyzowych nie jest jednak
dostatecznie wyjasniony. Wedtug Blumenf elda i wsp. (s) grupy
hydroksylowe glukozy przy weglu 2,3,4 i galaktozy przy weglu 2, 3, 4
i & sg wolne, poniewaz dajg sie utleni¢ kwasem nadjodowym, zatem
heksozy prawdopodobnie nie biorg udzialu w powstawaniu kowalencyj-
nych wigzan krzyzowych.

Na podstawie badan w mikroskopie elektronowym agregatéw kola-
genu typu SLS barwionych kwasem fosforowolframowym Petruska
i Hodge (129) zaproponowali inny podjednostkowy model tropokola-
genu. Stwierdzili oni wystepowanie dwoch réznych podjednostek i 5
w tancuchach polipeptydowych. W skitad wchodzi 210+ 7 reszt amino-
kwasowych, a w skfad 5. — 150+5. Petruska i Hodge sadza, ze
tancuch polipeptydowy al zbudowany jest z 5 podjednostek 5* a tahcuch
a2 z 7 podjednostek 52 Kazdy tancuch polipeptydowy zawieratby zatem
okoto 1050+35 reszt aminokwasowych.

Gallop (40) uwzgledniajac wyniki badan Pieza (134) zapropo-
nowat jeszcze jeden podjednostkowy model tropokolagenu. W tym
modelu kazdy tancuch polipeptydowy sktada sie z « podjednostek o cie-
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zarze okoto 17 000, przy czym wystepujg trzy typy podjednostek: A, Bi C
réznigce sie sktadem aminokwasowym. Poszczegllne tancuchy polipepty-
dowe majg wedtug tego modelu nastepujaca budowe:

3A+2B+ C
a2 = 3C+ 2A+B
a3 = 3B+ 2C+ A

al

Za taka budowg podjednostek TC przemawia wystepowanie 6 N-kornco-
wych reszt w kazdym #tancuchu makroczasteczki TC (78, 79).

1V. Komponenty kolagenu

Podczas ultrawirowania zdenaturowanych roztworéw rozpuszczalnego
kolagenu stwierdzono obecno$é dwoéch komponent a i P, z ktérych kompo-
nenta P ma dwa razy wiekszy ciezar czasteczkowy od a. Piez i wsp.
(132) i Orekhowicz i wsp. (124) stwierdzili, ze kolagen ekstraho-
wany chtodnymi roztworami obojetnych soli zawiera gtownie kompo-
nente a, natomiast kwasne ekstrakty kolagenu zawierajg wieksze ilosSci
komponenty 6 (121). W 1961 roku Piez i wsp. (132) na podstawie ana-
lizy chromatograficznej zdenaturowanego kolagenu na CM-celulozie wy-
kazali obecno$¢ dwéch komponent a o jednakowym ciezarze (axi a2 roz-
nigcych sie skladem aminokwasowym oraz dwéch komponent 3 (Pxi .
Komponenty fi sa dimerami sktadajgcymi sie z dwoch tancuchéw poli-
peptydowych potaczonych wigzaniami kowalencyjnymi (49, 132): kom-
ponenta  sktada sie z tancuchow al i az2, a komponenta P. z dwéch tan-
cuchéw al. Rownocze$nie znaleziono jeszcze jedng frakcje w kolagenie
rozpuszczalnym, nazwano jg komponentg Y (1, 55, 142, 166). Stanowi
ona okoto 10% rozpuszczalnej frakcji kolagenu i jest trimerem, w Ktorym
trzy ftancuchy polipeptydowe a potgczone sg wigzaniami krzyzowymi.
Uwzgledniajgc ostatnie doniesienia o wystepowaniu trzech réznych tan-
cuchéw a (al, a2, a3) w makroczasteczce TC (71, 134, 135) przyjmuje sie
obecnie nowg nomenklature komponent (24):

ax a2 a3dla komponent a — ktére odpowiadaja tancuchom al, a2, a3

Pi2. Pis. Ps dla komponent 8

y123 dla komponenty y

Powstajag one przez wytworzenie wewnatrzczgsteczkowych wigzan
krzyzowych.

Istniejg jeszcze komponenty innego typu, powstajgce przez wytwo-
rzenie miedzyczasteczkowych wigzan krzyzowych na przyktad:

Pll> fo23> T 131» v2>31>>

W komponentach tych faincuchy pochodzace z ré6znych makroczasteczek
TC oznaczono przecinkami i
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W $wiezo zsyntetyzowanych makroczasteczkach TC tancuchy poli-
peptydowe nie sg potgczone miedzy sobg wigzaniami krzyzowymi. W po-
czatkowym stadium dojrzewania kolagenu powstaje niewielka ilos¢
wewnatrzczasteczkowych wigzan krzyzowych. Dalszy proces dojrzewania
kolagenu jest uwarunkowany powstawaniem miedzy czgsteczkowych
wigzan krzyzowych (168). Charakter wigzan krzyzowych #gczacych po-
szczegO6lne tancuchy polipeptydowe nie jest dostatecznie wyjasniony.
Gallop i wsp. (38, 39) postulujg, ze sa one typu estrowego i bierze
w nich udziat nie zidentyfikowana komponenta aldehydowa. Sposdb
polgczenia tej komponenty z tafcuchem polipeptydowym jest nieznany.
Daje ona reakcje charakterystyczne dla nienasyconych aldehydow i wy-
stepuje w ilosci 1 do 2 rédwnowaznikéw na makroczasteczke TC (146).
Badania w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze aldehydy zgrupo-
wane sg przy koncu makroczagsteczki TC (147). Komponenta aldehydowa
prawdopodobnie nie tgczy sie wigzaniem estrowym z kwasem glutami-
nowym i asparaginowym, ani wigzaniem glukozydowym z seryng, ani
tez nie jest potaczona z treoning, lizyna, hydroksylizyng, proling, hydro-
ksyproling, argining, histydyng i tyrozyng (148).

Mechanic i Levy (107) postuluja, ze w wigzaniu krzyzowym
bierze udzial e aminowa grupa lizyny i y karboksylowa grupa kwasu
glutaminowego. Wedtug Bornsteina i wsp. (13, 14) sg to reszty
lizyny, znajdujace sie blisko N-koAcow a tancuchéw polipeptydowych
e-aminowe grupy lizyn sg utleniane na drodze oksydatywnej dezami-
nacji do grup aldehydowych. Wewnatrzczasteczkowe wigzanie krzyzowe
powstaje w wyniku kondensacji aldolowej aldehydow znajdujacych sie
w dwoch sasiednich taficuchach. Zwigzkiem posrednim w tej reakcji jest
prawdopodobnie s-semialdehyd kwasu a-aminoadypinowego. Mechanizm
powstawania wigzania miedzyczasteczkowego jest przypuszczalnie inny:
udziat w nim biorg e-aminowa grupa lizyny jednej makroczasteczki TC
i grupa aldehydowa drugiej makroczasteczki.

Waznych danych o strukturze kolagenu dostarczajg badania nad
wptywem niespecyficznych enzymdw proteolitycznych na to biatko.
W 1960 roku Hodge (76) wykazal, ze pepsyna i trypsyna odszczepiaja
z koncow tancuchow polipeptydowych makroczasteczki TC krotkie tan-
cuchy peptydowe, ktére to peptydy, jak przypuszczat, moga odgrywacé
wazng role w procesach polimeryzacji kolagenu. Zagadnieniem budowy
i funkcji tych peptyddw nazwanych telopeptydami (151) zajmowato sie
wielu badaczy (24, 44, ss, 119, 151, 152, 155, 156, 163). Ciezar czastecz-
kowy telopeptyddéw wynosi okoto 15 000. Ich sktad aminokwasowy rozni
sie wyraznie od sktadu makroczasteczki TC (tablica 3). Telopeptydy nie
zawierajg cukréw, charakteryzuje je wysoka zawarto$¢ tyrozyny, siega-
jaca 30—50i°/0 zawartosci tego aminokwasu w kolagenie natywnym,
a w peptydach odszczepianych przez pepsyne nie ma hydroksyproliny.

Badania Drake i wsp. (24) nad wptywem enzymoéw proteolitycz-
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Tab lica's

Sktad aminokwasowy telopeptydéw odszczepionych przez rézne enzymy (wg 24)

Ch tryp-
Pronaza Elastaza ymotryp Trypsyna Pepsyna

Aminokswasy syna

ilo$¢ reszt aminokwasowych/mol kolagenu

Hydroksy-

prolina 6 2 1 2 0
Kwas aspara-

ginowy 10 3 5 3 2
Treonina 3 0 1 0 0
Seryna 8 1 5 2 1
Kwas gluta-

minowy 10 4 7 4 4
Prolina 17 3 4 4 2
Glicyna 30 6 9 11 4
Alanina 9 2 3 3 1
Walina 3 0 1 1 0
Metionina 1 0 0 0 0
Izoleucyna 3 0 1 0 0
Leucyna 6 4 4 2 3
Tyrozyna 7 3 3 3 4
Fenyloalanina 5 2 3 1 3
Hydroksyli-

zyna 1 0 0 0 0
Lizyna 2 0 1 1 0
Histydyna 1 1 1 1 1
Arginina 6 1 1 2 1

nych o réznej specyficznosci dostarczyty wielu danych wyjasniajacych
role i budowe telopeptydéw. Trypsyna, pepsyna’, chymotrypsyna i ela-
staza uwalniajg z kolagenu :—3% materiatu peptydowego i dziatanie
tych enzyméw zakonczone jest po uptywie 24 godzin. Natomiast pronaza
w ciggu 24 godzin uwalnia okoto 5% materiatu peptydowego, a pdzniej
dalsze ilosci peptydow. Prawdopodobnie pronaza w pierwszym etapie
(24 godz.) odszczepia telopeptydy, a nastepnie trawi gtowny heliks
makroczgsteczki TC. Peptydy odszczepiane przez pronaze sg mniejsze
od peptydéw odszczepianych przez pepsyne. Pronaza odrywa od makro-
czasteczki TC 15 peptyddw, z ktdrych szes¢ ma charakter kwasny, sze$¢ —
zasadowy, a trzy — obojetny. (150). Kwasne peptydy nie zawieraja
aminokwaséw zasadowych, natomiast w zasadowych peptydach stwier-
dzono aminokwasy kwasne. Interesujgca cechag jest powtarzajgca sie
sekwencja w peptydach zasadowych typu Gli-Liz-Gli i Gli-Arg-Gli oraz
w peptydach kwasnych typu Gli-Glu-Gli. Oddzielenie telopeptydéw nie
wptywa na obraz struktury makroczasteczki TC w mikroskopie elektro-
nowym ani na tworzenie charakterystycznych form SLS (24, 151). Fakt,
ze enzymy z wyjatkiem pronazy nie trawig gtdwnego heliksu makro-
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czasteczki TC sugeruje, ze telopeptydy znajdujg sie na koncach tancu-
chow lub stanowig ich boczne odgatezienia lezagce na zewnatrz trdj-
heliksowej struktury.

Do tego wniosku doszedt takze Rubin (151) badajac wptyw pepsyny
na oczyszczony kolagen skéry cielecej. 1los¢ N-koncowych grup w makro-
czasteczce TC wykazuje, ze istnieje przynajmniej 15 miejsc, w ktorych
moga by¢ przyczepione telopeptydy (150). Obecnie przyjmuje sie, ze
makroczasteczka TC ma wyglad pretu z bocznymi odgatezieniami (ang.
hairy rod).

Po dziataniu enzymdw proteolitycznych: pepsyny, elastazy, chymo-
trypsyny i pronazy na kolagen otrzymuje sie wyrazng zmiane w stosunku
komponent a :P:y, natomiast w przypadku dziatania trypsyny nie stwier-
dzono wyraznych zmian (24, 151, 152). Dane te sugeruja, ze telopeptydy
biorg udzial w tworzeniu wigzan krzyzowych tgczacych dwa sgsiednie
tancuchy pochodzace z tej samej lub sasiedniej czgsteczki. Pepsyna
prawdopodobnie odszczepia tancuchy telopeptydow z réwnoczesnym
rozerwaniem wigzania krzyzowego, natomiast trypsyna odszczepia tylko
te telopeptydy, ktére nie biorag udziatu w tworzeniu wigzania krzyzowego.
Prawdopodobny sposob przyczepienia telopeptydéw do makroczasteczki
TC przedstawia schemat 3.

Schemat 3. Mozliwosci umiejscowienia telopeptydéw i wigzan krzyzowych w tro-
pokolagenie (wedtug 24)

gruba strzatka — proteoliza powodujaca rozerwanie wigzania krzyzowego, cienka strzatka —
proteoliza nie powodujaca rozerwania wigzania krzyzowego. X — wigzanie krzyzowe, A — tan-
cuch a, B — telopeptyd

Telopeptydy stanowigce najbardziej zewnetrzng a wiec najtatwiej
dostepng czes¢ struktury makroczgsteczki TC moga odgrywa¢ wazng role
w agregacji i warunkowac¢ wtasnosci fizjologiczne kolagenu (150).

7 Postepy Biochemii



V. Metabolizm kolagenu

Monomeryczna jednostka kolagenu rozpuszczalnego (tropokolagenu
TC) syntetyzowana jest w fibroblastach na mikrosomach wedtug sche-
matu ogo6lnie przyjetego dla biosyntezy innych biatek (99, 125, 128, 138).
Green i Lowter (99) wyodrebnili z mikrosomalnej frakcji biatko
w wysokim stopniu znakowane :14C-proling, zdolne do tworzenia in vitro
poprzecznie prazkowanych fibryl i stwierdzili, ze jest ono $wiezo zsyn-
tetyzowanym kolagenem. Badacze ci nie wykazali pozakomorkowej syn-
tezy kolagenu.

Kretsinger i wsp. (89) doszli do wniosku, ze synteza kolagenu
jest zwigzana z polisomami. Natomiast Konno i Tetsuka (ss) na
podstawie badan przeprowadzonych in vitro na materiale z ziarniniaka
stwierdzili, ze tworami bardziej aktywnymi sg ciezsze czastki zawarte we
frakcji 85S, ktére pojawiajg sie w fibroblastach (159) podczas intensywnej
biosyntezy kolagenu. Wedlug Kajikawa i wsp. (85) czastki te sg
identyczne z ergastoplazma.

W biosyntezie kolagenu bierze udziat 18 aminokwaséw. Egzogenna
hydroksyprolina nie bierze udziatu w biosyntezie kolagenu (50, ss, 160),
lub jej udzial jest minimalny (111). Hydroksyprolina i hydroksylizyna
powstaja droga hydroksylacji proliny i lizyny (157), dotychczas nie wia-
domo jednak, na ktorym etapie biosyntezy kolagenu ma miejsce ta
hydroksylacja.

Jedna grupa badaczy (20, 102) uwaza, ze hydroksylacja proliny za-
chodzi na poziomie kompleksu sRNA-prolina i powstajgca w formie
aktywnej hydroksyprolina wiaczona jest w odpowiednig sekwencje tan-
cuchéw polipeptydowych. Matg ilos¢ kompleksu sRNA-hydroksyprolina
wyodrebniono z tkanek embrionéw kurzych.

Wedtug innych badaczy (84, 103, 126, 127, 139, 140, 165) prolina ulega
hydroksylacji dopiero po wbudowaniu w tancuch polipeptydowy zwig-
zany z mikrosomami. W procesie tym bierze prawdopodobnie udziat
specyficzny enzym hydroksylaza, nieenzymatyczny czynnik wystepu-
jacy w rozpuszczalnej frakcji biatkowej, ktérym moze by¢é zwigzany
z biatkiem metal (na przyktad zelazo), oraz donator wodoru (kwas askor-
binowy lub 2-amino-4-hydroksydwumetylopterydyna). Hydroksylacja
proliny przebiega tylko w warunkach tlenowych, a pobierany tlen po-
chodzi wprost z tlenu czasteczkowego (27, 30, 37, 94, 137). Proces hydro-
ksylacji lizyny i proliny rozpoczyna sie wtedy, gdy te dwa aminokwasy
wiaczone sg w okreslona sekwencje tafAcucha peptydowego majacego
odpowiednig wielko$¢ (165). Na dalszych etapach hydroksylacja proliny
i lizyny przebiega réwnoczes$nie z synteza tafncucha polipeptydowego.

Sposob w jaki makroczgsteczki tropokolagenu wydostaja sie z komorki
do przestrzeni miedzykomorkowej jest dotychczas niewyjasniony. Por -
ter i Pappas (136) przypuszczajg, ze zsyntetyzowane wewnatrz fibro-
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blastéw makroczasteczki tropokolagenu ulegajg liniowej polimeryzacji do
protofibryli, ktdére sg wyrzucane do przestrzeni miedzykomdrkowych.
Procesom tym towarzyszy rozerwanie biony komdrkowej, co wykazano
na podstawie badan w mikroskopie elektronowym. Gross (61) nato-
miast uwaza, ze do przestrzeni miedzykomdrkowych sg wyrzucane poje-
dyncze makroczasteczki tropokolagenu, tworzgce tam zawiesing pot-
ptynnych krysztatow. W przestrzeniach miedzykomoérkowych przebiega
proces dojrzewania kolagenu. Utworzone z makroczasteczek tropokola-
genu protofibryle ulegajg agregacji ,bok do boku”, charakteryzujacej sie
przesunieciem sasiednich protofibryl wzgledem siebie o odcinek réowny
1/4 diugosci makroczgsteczki TC. W wyniku tego uporzgdkowania po-
wstajg wilokienka z poprzecznym prazkowaniem powtarzajgcym sie co
okoto 640 A.

FIBROBLAST
Prolina Hydroksyprolino Hydroksyprolina Wydalanie
\ /
Lizyna Hydroksylizyna
\ '\ Aminokwasy / /
+ Polipeptyd
Peptudowe podiednostki olipeptydy Kolagen
, * (c.Cl. 30000) rozpuszczalny w kwasach
Cukrowce
(ac-faricuchy)
2a, tancuchy
TROPOKOLAGEN
rozpuszczalny Nierozpuszczalne
w roztworach soli obojetnych wiokienka
kolagenowe
Mukoproteidy

Polisacharydy

Wiékna
kolagenowe

Schemat 4. Metabolizm kolagenu (wedtug 39)

Podczas dojrzewania kolagenu luzne wiékienka rozpuszczalne przechodza
w nierozpuszczalne (51, 83) wskutek powstawania duzej liczby miedzy-
czasteczkowych wigzan krzyzowych. Widkienka nierozpuszczalne tworza
prawdopodobnie kompleksy z mukoproteidami, mukopolisacharydami,
lipidami i innymi zwigzkami znajdujgcymi sie w substancji podstawowej
tkanki tacznej i razem formujg r6zne rodzaje widkien kolagenowych
(104). Tak uformowane nierozpuszczalne wtdkna kolagenowe mozna otrzy-
mac¢ z tkanki po mechanicznym usunieciu materiatu niekolagenowego
(114) lub po termicznej zmianie kolagenu w rozpuszczalng zelatyne (82).
Powstawanie kolagenu przedstawia schemat 4.

Metaboliczny obrét kolagenu w organizmie jest bardzo niski (98, 110,
113, 123, 149), (wyjatek stanowi macica po porodzie), to tez widkna kola-
genowe znajdujgce sie w tkankach przez wiele lat nie ulegaja zadnym
zmianom.
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WOJCIECH ARDELT*

Molekularne uszkodzenia elastyny i kolagenu w latyryzmie i niektérych
innych schorzeniach tkanki tgcznej

The Molecular Alterations of Elastin and Collagen in Lathyrism and in Some Other
Connective Tissue Diseases

The disturbances of maturation processes of collagen and elastin in lathyrism
and in some connective tissue disorders in men, are reviewed. The actual hypo-
theses on the possible mechanism of action of lathyrogenic compounds are also

discussed.

Podawanie rosngcym zwierzetom kregowym niektorych roélin stracz-
kowych, na przyktad Lathyrus odoratus, lub tez niektérych zwigzkow
chemicznych, na przykiad P-aminopropionitrylu, wywotuje szereg roz-
legtych zmian na terenie tkanki tacznej. Schorzenie jest ciezkie, cha-
rakteryzuje sie réznorodnymi objawami, z ktdrych najwazniejsze sa:
deformacje szkieletowe oraz ostabienie takich tkanek lub struktur jak
kosci, Sciegna, wigzadta, skéra oraz $ciany naczyn. Ostabienie $ciany
aorty prowadzi najczesciej do wytworzenia sie tetniaka a w konsekwen-
cji do S$mierci zwierzecia. Schorzenie to otrzymato nazwe: latyryzm,
rzadziej uzywa sie nazwy: osteolatyryzm, wskazujgcej na kosci jako na
miejsce najbardziej widocznych uszkodzen. Okazato sie ono dogodnym
modelem eksperymentalnym do badan biosyntezy, dojrzewania i biode-
gradacji poszczeg6lnych sktadnikow tkanki tgcznej, a zwilaszcza jej bia-
tek strukturalnych: kolagenu i elastyny. Nalezy podkres$li¢, ze w scho-
rzeniu tym powstajg takze uszkodzenia w obrebie tak zwanej substancji
podstawowej, w ktérej leza witokna elastyczne i kolagenowe. Trzeba wiec
rowniez bra¢ pod uwage zmiany w obrebie kwasnych mukopolisacha-
rydow, rozpuszczalnych biatek, potaczen biatkowo-cukrowcowych oraz
biatkowo-lipidowych (2, 43). Latyryzm jest przedmiotem kilku artyku-
téw przegladowych (2, 16, 19, 43, 44, 52). Ten artykut omawia najnow-
sze osiggniecia w badaniach na poziomie molekularnym, patogenezy
latyryzmu oraz niektérych chordb tkanki tgcznej u ludzi.

* Mgr, st. asystent Zaktadu Biochemii Instytutu Reumatologicznego, Warszawa.



106 W. ARDELT [2]

I. Wiasnosci kolagenu z tkanek zwierzat latyrycznych

Objawy latyryzmu wskazywaty na uszkodzenie zarowno kolagenu,
ktory jest gtdbwnym budulcem organicznym kos$ci, Sciegien i skory jak
i elastyny stanowigcej gtdwne biatko strukturalne wigzadet i $cian na-
czyn oraz wystepujacej w znacznej ilosci w skorze. Te dwa biatka zna-
lazty sie wiec w centrum zainteresowania. Ze wzgledu jednak na nie-
wielkie zaawansowanie badan nad strukturg elastyny, brak byto poczat-
kowo danych o zmianach tego biatka w latyryZzmie. Kolagen latyryczny
wykazywat szereg niezmienionych wiasnosci, w poréwnaniu z prawidto-
wym kolagenem charakteryzuje sie on jednak znacznie wiekszg rozpusz-
czalnos$cig (7, 14, 20) oraz mniejszg reaktywnos$cig z 2,4-dwunitrofenylo-
hydrazyng (18), co wskazywato na zmniejszong zawarto$¢ grup aldehy-
dowych. O ile w IM oziebionym roztworze chlorku sodowego rozpuszcza
sie okoto I°/o kolagenu tkanek prawidtowych, z tkanek latyrycznych
mozna w tych warunkach wyekstrahowa¢ okoto 40% kolagenu kosci
i Sciany aorty oraz nawet 60°/0 kolagenu skdry (20). Na podstawie ba-
dan izotopowych przyjeto, ze gtdwng czes¢, a by¢ moze catos¢ nadwyzki
rozpuszczalnego kolagenu w latyryZzmie stanowi biatko wytworzone po
podaniu latyrogenu (46, 47).

Kolagen i elastyna sg polimerami o duzym ciezarze czasteczkowym.
Ich makroczasteczki sktadajg sie z wielu podstawowych podjednostek,
ktorych tancuchy polipeptydowe spiete sg ze sobg wigzaniami krzyzo-
wymi réznych rodzajow. Synteza tropokolagenu stanowigcego podsta-
wowg podjednostke kolagenu zachodzi wewngtrzkomorkowo, w fibro-
blascie. Nastepnie tropokolagen jest deponowany w przestrzeniach mie-
dzykomérkowych, gdzie ma miejsce tworzenie sie wtdkien i dojrzewanie
kolagenu. Podobny schemat biosyntezy, fibrogenezy i dojrzewania pro-
ponuje sie rowniez dla elastyny, lecz w odr6znieniu od kolagenu, jej
rozpuszczalny prekursor nie jest dobrze poznany.

Biosynteza kolagenu w tkankach latyrycznych zachodzi z prawidio-
wa szybkoScig i prowadzi do powstawania monomeru, o ktérym na pod-
stawie wszystkich badanych witasnosci mozna powiedzie¢, ze jest prawi-
dtowy (s, 20). Natomiast w procesie fibrogenezy in vivo powstajg w la-
tyryzmie widkna nieco ciensze od prawidtowych (i2), a tworzenie wid-
kien in vitro z rozpuszczonego kolagenu jest nieco opéznione (27). Te
dosy¢ subtelne zmiany wraz ze zwiekszong rozpuszczalnoscig kolagenu
w latyryzmie staty sie punktem wyjscia hipotezy, ze w schorzeniu tym
zachodzi uszkodzenie pozakomérkowej agregacji kolagenu.
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1. Charakter uszkodzen molekularnych w latyryzmie i mechanizm dziatania zwiazkow
latyrogennych

W obojetnych roztworach soli rozpuszcza sie okoto I°0* kolagenu z tka-
nek prawidtowych. Rozpuszczalny w tych warunkach kolagen repre-
zentuje najmiodsze, Swiezo wytworzone biatko. Dalszy [°/o kolagenu
reprezentujacy ,starsze” biatko mozna wyekstrahowaé¢ z tkanek za po-
mocg kwasnych roztworéw, na przyktad buforu cytrynianowego i roz-
cienczonego kwasu octowego. Okoto 98% kolagenu prawidtowego po-
zostaje wiec nierozpuszczalne w warunkach prostej ekstrakcji (15, 39).

Tropokolagen zawiera trzy +fafAcuchy polipeptydowe, przy czym
w Swiezo wytworzonym biatku potgczone sg one jedynie wigzaniami
wodorowymi oraz, by¢ moze, na drodze oddziatywan hydrofobowych.
Jezeli obojetny roztwdér kolagenu ogrzewa sie po zakwaszeniu do pH 5
lub tez dziata sie nan mocznikiem czy innymi czynnikami eliminujg-
cymi wigzania wodorowe i oddziatywania hydrofobowe, to czasteczka
tropokolagenu rozpada sie na sktadowe tancuchy a, ktére mozna oddzie-
li¢ od siebie drogg chromatografii na karboksymetylocelulozie (39, 41).
Podczas dojrzewania kolagenu wytwarzajg sie mocne, kowalentne wig-
zania krzyzowe. Jezeli polacza one dwa tancuchy, to po denaturacji
otrzymuje sie z jednej czasteczki tropokolagenu, jeden fragment dwu-
tancuchowy (komponenta B) i jeden jednotancuchowy (komponenta a).
Potaczenie trzech tancuchéw prowadzi do powstania trwalego, nie roz-
padajgcego sie podczas denaturacji trimeru (komponenta -, y-tropoko-
lagen). Dalszy proces prowadzi do powstania wigzan krzyzowych miedzy
tancuchami sasiadujacych ze sobg czasteczek tropokolagenu, a w kon-
sekwencji do powstawania trwatej trojwymiarowej siatki przestrzennej
polimeru (kolagen nierozpuszczalny). W kwasnym ekstrakcie z tkanek
prawidtowych, zawierajgcym, jak juz wspomniano, starsze biatko, wyste-
puje obok komponent a réwniez pewna ilos¢ komponent  oraz mniejsza
ilos§¢ trimeréw y. Kwasny ekstrakt z tkanek latyrycznych zawiera na-
tomiast niemal wytgcznie komponenty a i $lady komponenty R, jest wiec
zblizony skiadem do obojetnego ekstraktu tkanek prawidtowych (21, 26).
Postulowany btgd w agregacji molekularnej kolagenu w latyryzmie
polega zatem na uszkodzeniu procesu wigzania krzyzowego i wystepuje
na etapie dojrzewania tego biatka (21). Stwierdzenie takie nie precy-
zuje jednak defektu molekularnego jezeli nie okresli sie natury wigzan
krzyzowych w kolagenie. Sposréd wielu hipotez o charakterze tych wig-
zan dwie zastugujg na wiekszg uwage: teoria transestryfikacji podana
przez Gallopa i wsp. (13) oraz koncepcja interakcji dwu zmienionych
reszt lizyny sformutowana przez Bornsteina i wsp. (4. Wedlug
pierwszej hipotezy kazdy z trzech tarcuchdéw polipeptydowych tropo-
kolagenu sktada sie z czterech podjednostek potaczonych trzema parami
wigzan estrowych. W wigzaniach tych biorg udziat hydroksylowe grupy
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niezidentyfikowanej heksozy, zwigzanej z biatkiem wigzaniem glikozy-
dowym przez hydroksylowa grupe tyrozyny oraz karboksylowe grupy
dwu reszt kwasu asparaginowego. Wigzania w parach nie sg rdwnocenne,
gdyz jedno z nich tworzone jest przez a, a drugie przez "-karboksylowg
grupe kwasu asparaginowego. Jedno z nich jest bardziej reaktywne
i zdolne do transestryfikacji z sasiednim tafcuchem tej samej albo sa-
siedniej czasteczki tropokolagenu. Proces postepuje w czasie i prowadzi
do powstania trwatego kolagenu o maksymalnej ilosci wigzan krzyzowych.
Druga hipoteza znalazta liczniejszych zwolennikéw. Ze wzgledu na po-
dobienistwa biosyntezy i zblizong strukture postulowanego wigzania krzy-
zowego w kolagenie do wiagzan w elastynie, zostanie ona szczeg6towo
omowiona w dalszej czesci artykutu.

Dalszy rozwdj badan nad patogeneza latyryzmu przebiegat réwno-
legle do postepu wiedzy o strukturze drugiego witokienkowego biatka
tkanki tgcznej — elastyny. Badajac nature wigzan krzyzowych w elasty-
nie wyodrebniono z niej za pomocg kolejnego dziatania kilkoma enzy-
mami proteolitycznymi frakcje peptydow zbudowanych z dwu lub wie-
cej krotkich tancuchow, a wiec zawierajgcych wigzania Kkrzyzowe.
Z kwasnych hydrolizatow tych peptydéw wyodrebniono nastepnie dwie
ninhydrynopozytywne substancje, rézne od znanych aminokwaséw (35).
Okazato sie, ze sg to izomeryczne poliaminokw;asy zawierajace cztery
wolne grupy aminowe i cztery wolne grupy karboksylowe oraz czwarto-
rzedowy pierscien pirydynowy (53). Otrzymaty one nazwy: desmozyna
i izodesmozyna. Ich budowe (38) przedstawia rysunek 1

Wysunieto hipoteze, ze desmozyna i izodesmozyna stanowig wigza-

nia krzyzowe w elastynie — ich wolne grupy aminowe i karboksylowe
COOH COOH
(CH2CH MCH(CH22 —(CH2XH
\'nho nho Nnh,
COOH
CH /[ \
I\ NH. COOH
NH: COOH b
a

Rys. 1. Struktura desmozyny (a) i izodesmozyny (b) wedtug (38)
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s§ zaangazowane w wigzaniach peptydowych dwu, trzech, a nawet czte-
rech tancuchéw (36, 53) (rysunek 2).

Zaréwno desmozyna jak i izodesmozyna zawierajg dwadzieScia cztery
atomy wegla, a struktura ich wskazuje, ze mogg one powstawaé w re-

a b C

Rys. 2. Schemat wigzania przez desmozyne dwu (a), trzech (to) i czterech (c) tan-
cuch6éw polipeptydowych elastyny (1)

akcji czterech reszt szescioweglowego aminokwasu — lizyny. Biosynteza
taka musiataby przebiega¢ z odszczepieniem trzech czgsteczek amonia-
ku (37).

HN  COOH
CH
| ,COOH
(CH2)s (CH2XH
|
CHO }hz
COCH COOH COOH COOH
/ICH(CH:).CH: CHo(CH2XH — ACH(CH22 —(CH2)2C/3H
NH*  OHC CHO XNH, ANH,
nh-:
|
(CHays (CHz)
|
cH CH
I\

Rys .3. Powstawanie desmozyny z trzech reszt semialdehydu kwasu a-aminoadypi-
nowego oraz jednej reszty lizyny (37, 38)

W pierwszym etapie biosyntezy dochodzitoby do oksydacyjnej dezami-
nacji trzech sposrdd czterech reszt lizyny zwigzanych peptydowo z roz-
nymi tancuchami. Proces ten prowadzi do powstania 5-semialdehydu
kwasu a-aminoadypinowego, ktérego trzy czasteczki tworzytyby nastep-
nie z jedng niezmieniong reszta lizyny pierScien pirydynowy desmozy-
ny (rysunek 3). Stuszno$¢ tego schematu potwierdzity badania izoto-
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powe, w ktérych wykazano, ze jedynym aminokwasem wbudowujgcym
sie in vivo i in vitro do desmozyn jest lizyna (1, 23, 36, 38). Wykazano
ponadto, ze jezeli z elastyny, napietnowanej w warunkach hodowli tkan-
kowej Sciany aorty 14C-lizyng, wyodrebni sie desmozyne i podda jg dzia-
taniu 10 N NaOH (zniszczenie pierscienia pirydynowego), to radioaktyw-
no$¢ odzyskanej lizyny stanowi czwartg cze$¢ radioaktywnos$ci desmo-
zyny (1). Tak wiec wydaje sie nie ulega¢ watpliwos$ci, ze desmozyny
powstajg z czterech reszt lizyny w juz uformowanych tancuchach po-
lipeptydowych elastyny. Proces zachodzi stopniowo, ilo$¢ wigzan krzy-
zowych zwieksza sie z wiekiem zwierzecia. Ma to swoje odbicie w wy-
nikach badan skladu aminokwasowego elastyny pochodzacej od zwie-
rzat w réznym wieku. llos¢ desmozyn rosnie wraz z wiekiem, za$ ilos¢
lizyny proporcjonalnie sie obniza. Doktadny mechanizm biosyntezy des-
mozyn nie jest poznany, prawdopodobnie jednak conajmniej etap oksy-
dacyjnej dezaminacji lizyny jest procesem enzymatycznym.

Nowe informacje w zakresie patogenezy latyryzmu uzyskano z dosé
nieoczekiwanego zrodta. Wiadomo byto, ze u zwierzat kregowych pozo-
stajagcych na diecie ubogiej w miedZ, dochodzi do powstawania tetniaka
aorty (28, 45), a wiec jednego z objawow latyryzmu. Okazato sie, ze
elastyna z aort zwierzat utrzymywanych na diecie bezmiedziowej za-
wiera znacznie wiecej lizyny (48, 55) oraz mniej desmozyn (30) i grup
karbonylowych (25) niz prawidtowa. Podobne zmiany znaleziono w ela-
stynie z aort zwierzat latyrycznych (24). Stato sie wiec oczywiste, ze za-
rébwno w latyryzmie jak i w niedoborze miedzi, wystepuje zahamowa-
nie przeksztatcania sie lizyny w desmozyny, a wiec zahamowanie pro-
cesu wigzania krzyzowego. Zostato to potwierdzone w badaniach izoto-
powych zaréwno in vivo (24, 29, 30), jak i in vitro, w hodowli tkanko-
wej $ciany aorty (30). Wysunieto hipoteze, ze proces oksydacyjnej de-
zaminacji lizyny prowadzacy do powstawania jej pochodnej aldehydo-
wej, posredniczacej w biosyntezie wigzania krzyzowego, jest katalizo-
wany przez enzym lub tez uktad enzymatyczny wymagajacy miedzi (30).

Okazato sie, ze interakcja reszt zmienionej lizyny w sgsiadujacych
ze sobg tancuchach polipeptydowych elastyny moze zakoficzyé sie na
etapie kondensacji dwu czasteczek. Z fragmentow bogatych w wigza-
nia krzyzowe wyizolowano bowiem jeszcze jeden nieznany dotagd amino-
kwas, a mianowicie IV-(5-amino-5-karboksypentanylo)-lizyne, czyli li-
zynonorleucyne (10, 11, 17). Powstaje ona z jednej reszty niezmienionej
lizyny oraz z jednej reszty 5-semialdehydu kwasu a-aminoadypinowego.
Produktem posrednim jest zasada Schiffa — 6,7-dehydrolizynonorleucy-
na, ktéra tatwo ulega redukcji do lizynonorleucyny (rysunek 4).

Tworzenie sie takiego wigzania zalezne bytoby od aktywnos$ci postulo-
wanego ukladu enzymatycznego, katalizujgcego oksydacyjng przemiane
lizyny i powinno by¢ rowniez blokowane w latyryZzmie oraz niedoborze
miedzi.
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HN  COu. HN  COue. HN CO
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Rys. 4. Tworzenie sie lizynonorleucyny (11)
Objasnienia w tekscie.

W latyryzmie zachodzi upo$ledzenie biosyntezy wigzan krzyzowych
rowniez w kolagenie. W biatku tym wykazano obecno$¢ wigzania po-
wstajacego w reakcji dwu reszt zmienionej lizyny lezagcych w sgsiadu-
jacych ze soba tancuchach tropokolagenu (4, 5, 6, 42). Podczas dojrzewa-
nia kolagenu zachodzi oksydacyjna dezaminacja reszty lizyny zajmu-
jacej piata pozycje liczac od aminowego konca a-tancucha. Prowadzi to
podobnie jak w elastynie, do powstawania w tym miejscu 5-semialde-
hydu kwasu a-aminoadypinowego. Dwie reszty aldehydu, znajdujace
sie w sasiadujgcych tancuchach czasteczki reagujg ze sobg tworzac wia-
zanie krzyzowe. Doktadna struktura tego wigzania nie zostata dotad
ustalona. Poniewaz jednak dwutancuchowe peptydy otrzymane z kola-
genu oddziatywujag jako nienasycone aldehydy, postuluje sie, ze wigza-
nia krzyzowe powstajg na drodze kondensacji aldolowej dwu reszt alde-
hydu. Proces kondensacji aldolowej przebiega bowiem z zachowaniem
grupy aldehydowej jednego z dwu reagujacych aldehydéw w stanie nie-
podstawionym. Jezeli hipoteza ta jest stuszna to powstawanie wigza-
nia krzyzowego w kolagenie mogtoby przebiegaé¢ jak na rysunku 5.

Kondensacja reszt aldehydowej pochodnej lizyny nie wyjasnia jed-
nak tworzenia sie zwigzanego krzyzowo trimeru (y-tropokolagenu), jesli
bowiem tylko jedna reszta lizyny w tancuchu a ulega przeksztatceniu
w odpowiedni aldehyd, to jeden taficuch mdgiby tworzy¢ tylko jedno
wigzanie krzyzowe. Postulowano wiec mozliwos¢ kondensacji trojmole-
kularnej (5). Prawdopodobnie w kolagenie jak rowniez w elastynie mo-
ga wystepowac takze inne typy wigzan krzyzowych. Selektywna deza-
minacja jednej tylko reszty lizyny w pozycji pigtej taficucha a mozliwa
jest dzieki temu, ze N-koncowy fragment czasteczki tropokolagenu po-
zbawiony jest struktury drugorzedowej. Przypuszcza sie, ze w dalszej
czesci czasteczki, objetej strukturg spietrzonego heliksu, istniejg prze-



strzenne przeszkody dla oksydacyjnej dezaminacji i reszty lizyny lezgce
w tym obszarze nie ulegajg przeksztatceniu (5). Wykazano réwnoczes-
nie, ze w latyryzmie przeksztatcanie sie lizyny w odpowiedni aldehyd
nie zachodzi lub jest w znacznym stopniu zahamowane (5, 42).

W kolagenie istnieje zatem conajmniej jeden typ wigzania krzyzo-
wego, ktérego biosynteza obejmuje oksydacyjng przemiane lizyny,
a w elastynie conajmniej dwa typy takich wigzan krzyzowych. W kola-

HN 7"CO .o HN” ~"CO
CH CH
| |
(CH23 (ch23
| |
CHO — OHC, .CH
OHC c
Ch2 |
1 (CH22
(CH22 I
| CH
CH
LHNAV x>
uw /\No...
Rys. 5. Hipotetyczny schemat powstawania i struktury wigzania krzyzowego w Kko-

lagenie

genie dochodzi do kondensacji dwu reszt zmienionej lizyny, w elasty-
nie wystepuje interakcja dwu lub czterech reszt tego zwigzku. Ponie-
waz w latyryzmie oksydacyjna dezaminacja lizyny jest uposledzona,
powstawanie wszystkich wymienionych wyzej typow wigzan Kkrzyzo-
wych jest w tym schorzeniu hamowane.

Jedng z pierwszych koncepcji mechanizmu dziatania latyrogenéw by-
ta hipoteza Levene’a (18), wedtug ktérej zwigzki te reagujac z ugru-
powaniami aldehydowymi tafcuchéw kolagenu niezbednymi do tworze-
nia sie wigzan krzyzowych, blokowalyby proces wigzania fancuchow.
Hipoteza ta wprawdzie dobrze ttlumaczyta nizszag zawarto$¢ aldehydéw
w kolagenie latyrycznym, jednak przeciw niej przemawia zbyt male
wbudowywanie sie¢ znakowanych latyrogenéw do kolagenu (31). O wie-
le bardziej prawdopodobna jest koncepcja dziatania latyrogenéw poprzez
hamowanie enzymu lub ukladu enzymatycznego katalizujagcego przejs-
cie: lizyna->5-semialdehyd kwasu a-aminoadypinowego (5, 32). Taka
koncepcja ttumaczytaby roéwniez obnizong ilos¢ grup aldehydowych
w kolagenie latyrycznym, a takze hamowanie przez latyrogeny oksyda-
zy aminowej z osocza bydlecego (51, 57) i $Swini (33) oraz oksydazy mo-
noaminowej osocza ludzkiego (22), a wiec enzymodw katalizujagcych zbli-
zong reakcje. Oksydaza aminowa z osocza $wini jest hamowana przez
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P-aminopropionitryl kompetecyjnie i odwracalnie. Przez analogie postu-
luje sie, ze latyrogeny, ktére wszystkie zawierajg wolng grupe aminowa,
moga hamowaé kompetycyjnie uktad enzymatyczny katalizujgcy oksy-
dacyjng przemiane lizyny (33).

Na podstawie poréwnawczych badan elastyny w latyryzmie i nie-
doborze miedzi, mozna przypuszcza¢, ze uktad ten wymaga miedzi (30).
Nalezy podkresli¢, ze wszystkie przytoczone oksydazy sg miedzioenzy-
mami. Wiadomo réwniez, ze w czasteczkach wszystkich znanych latyro-
gendw wystepujg dwa atomy azotu z wolng parg elektron6éw, co nadaje
tym zwigzkom wtasnosci chelatujgce. Nalezy wiec bra¢ takze pod uwage
mozliwo$¢, ze mechanizm dziatania latyrogendw moze polegaé na che-
latowaniu miedzi co eliminowatoby ten kation z ustroju lub tez unie-
mozliwiatoby jego dziatanie jako koenzymu w uktadzie oksydacyjnej
przemiany lizyny.

I11. Latyryzm a choroby tkanki tgcznej u ludzi

Chociaz latyryzm nie jest w catosci odpowiednikiem zadnego ze sta-
néw patologicznych u ludzi*, to jednak poszczegdlne objawy tego scho-
rzenia mozna odnalezé w niektdrych znanych chorobach tkanki #acznej.
Podobienstwo, a nawet identyczno$¢ objawdéw makroskopowych nie
musi by¢ jednak wyrazem identycznosci uszkodzen molekularnych,
a tym wiecej mechanizméw ich powstawania. | odwrotnie, wystepo-
wanie tego samego uszkodzenia na poziomie molekularnym w dwu roz-
nych stanach patologicznych, zwilaszcza gdy wystepuje ono obok sze-
regu innych uszkodzen, nie musi manifestowaé sie identycznymi obja-
wami makroskopowymi.

Pamietajgc o tych zastrzezeniach, warto jednak poréwnac¢ objawy
latyryzmu z objawami niektorych schorzen tkanki tgcznej u ludzi. La-
tyryzm jest bowiem eksperymentalnym modelem molekularnego scho-
rzenia tkanki tgcznej, w ktorym charakter zmian jest do$¢ dobrze po-
znany, natomiast znajomos$¢ uszkodzeA na poziomie molekularnym
w chorobach tej tkanki u ludzi jest znikoma, co jest wynikiem przede
wszystkim ograniczonych mozliwosci eksperymentowania. W tablicy 1
zestawiono objawy latyryzmu wraz z odpowiadajagcymi im objawami
kilku znanych choréb tkanki tgcznej.

Jak wida¢ z tablicy, o wiekszej zbiezno$ci z objawami latyryzmu mozna
moéwié tylko w przypadku zespotu Ehlersa-Danlosa. Jednak badania
sktadu aminokwasowego elastyny izolowanej post mortem ze skory pa-
cjentdbw z tym schorzeniem nie wykazujg nieprawidtowosci w poziomie

* U ludzi opisano schorzenie ukfadu nerwowego (neurolatyryzm), wytwarza-
jace sie w wyniku spozywania znacznych ilosci pewnych roslin stragczkowych, in-

nych jednak niz rosliny wywotujace uszkodzenia tkanki tgcznej.

8 Postepy Biochemii
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desmozyn ani tez lizyny (54). Powstawanie zatem conajmniej jednego
typu wigzan krzyzowych jest nieuszkodzone. Postuluje sie, ze w scho-
rzeniu tym zmianie ulega kolagen, ktéry stanowi gtéwny skiadnik struk-
turalny skéry (70%), torebek stawowych i powiezi. Brak jednak przej-
rzystych wynikdéw doswiadczalnych, ktére moglyby wyjasni¢ charakter
uszkodzenia.

Nie ma bliskiej zbieznosci objawow latyryzmu i schorzen go$écowych
(tablica 1). Niemniej szereg wynikéw wskazuje w gosccu przewlektym
postepujacym na uszkodzenie conajmniej w obrebie kolagenu. Wykazano
bowiem, ze kolagen izolowany z tkanek stawowych otrzymywanych
w czasie zabiegdw chirurgicznych od pacjentéw z tym schorzeniem, jest
bardziej wrazliwy na trawienie pronazg niz kolagen otrzymany post
mortem z tkanek stawowych ludzi, u ktérych wykluczono choroby tkanki
tacznej (49). Jezeli nierozpuszczalny kolagen gosécowy poddaje sie prze-
dtuzonemu dziataniu 2 N NaOH w temperaturze 4°, a nastepnie gotowaniu
w pH 7, to do roztworu przechodzi blisko 90%. biatka, podczas gdy ko-
lagen ze stawéw prawidtowych rozpuszcza sie w tych warunkach w okoto
30% (50). zZarowno trawienie pronazg jak i dziatanie tugu w opisanych
wyzej warunkach prowadzg do niezbadanego doktadnie uszkodzenia
czasteczki kolagenu w obszarach uformowanych juz wiagzan krzyzowych.
Tak wiec obserwowane réznice miedzy kolagenem prawidtowym a go$é-
cowym moga wskazywac¢ na defekt tych wigzan w gos$écu przewlektym
postepujacym. Autor opisanych wyzej doSwiadczen rozréznia conajmniej
dwa rodzaje wigzan krzyzowych w prawidtowym kolagenie (50). Jeden
typ wigzania jest niszczony przez hydroksyloamine, a wiec moga to by¢
wigzania estrowe, jak w omoéwionej juz hipotezie Gallopa i wsp. (13),
drugi typ ulega dziataniu oziebionego tugu (trudno ocenié¢ w jakim sto-
sunku pozostaje ta hipoteza do koncepcji kondensacji aldolowej Born-
steina i wsp. (4). W gosécu przewlektym postepujacym zachodzi¢ ma
uszkodzenie wigzan opornych na dziatanie tugu. Mozliwe, ze w scho-
rzeniu tym podobnie jak w latyryzmie zachodzi uszkodzenie wigzania
tancuchéw polipeptydowych kolagenu, nie wiadomo jednak czy uszko-
dzony jest ten sam rodzaj wigzan. Nalezy podkresli¢, ze istniejg doswiad-
czalne przestanki defektu metabolizmu miedzi w go$écu przewlekiym
postepujacym. Nie wiadomo czy w gos¢cu zahamowane jest wytwarza-
nie sie wigzan krzyzowych, czy tez zniszczeniu ulegajg uformowane juz
wigzania. Kolagen moze bowiem ulegaé uszkodzeniom w warunkach
aktywacji proceséw litycznych, ktéra ma miejsce w stanach zapalnych
(50). Znany jest fakt degradacji kolagenu przez enzymy lizosomalne (9)
oraz destabilizacji lizosoméw w chorobach tkanki tgcznej (56). O akty-
wacji enzyméw proteolitycznych w tym schorzeniu a takze w zesztyw-
niajgcym zapaleniu stawow kregostupa, mozna ponadto wnioskowaé ze
zwiekszonej w obu chorobach aktywnos$ci surowiczych inhibitoréw kilku
enzymow proteolitycznych (3). Aktywacja enzymdw proteolitycznych
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mogtaby by¢ przyczyng uszkadzania wigzan krzyzowych w kolagenie.
Brak jest jakichkolwiek danych o elastynie w chorobach gos$écowych.

Jak juz wspomniano, badania na poziomie molekularnym biatek
strukturalnych tkanki #gcznej w chorobach tej tkanki u ludzi sa stabo
zaawansowane. Badania zmian elastyny i kolagenu na zwierzecym mo-
delu molekularnej choroby tkanki #acznej moga inspirowac Kkierunki
takich badan na materiale ludzkim.
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DARIUSZ KRUZE*

Wystepowanie hydroksyproliny w organizmach ssakoéw i jej wydalanie
w moczu

The Occurence of Hydroxyproline in Mammalian Organisms and its Excretion in
Urine

The occurence of hydroxyproline and its excretion to urine is discussed in rela-
tion to collagen metabolism. The diagnostic importance of peptide-hydroxyproline
determination in urine in various physiological and pathological conditions is

reviewed..

I.. Hvdroksyprolina w kolagenie

Hydroksyprolina wystepuje tylko w dwdch biatkach zwierzecych:
w kolagenie i elastynie. W Kkolagenie stanowi ona 13,5% wszystkich
aminokwasow (65), natomiast w elastynie tylko okoto 2% (91), a nawet,
wedtug nowszych doniesien, nie przekracza 1,51% (71). Poniewaz kolagen
stanowi 20—25% (64) wszystkich biatek ssakéw zwrécono uwage na wy-
dalanie do moczu wolnej, a przede wszystkim zwigzanej peptydowo
hydroksyproliny, wychodzac z zatozenia, ze poziom potaczen hydroksy-
prolinowych w moczu moze zaleze¢ od metabolicznych proceséw zacho-
dzgcych w kolagenie tkankowym.

Kolagen u osobnikow dorostych uwazany byt za metabolicznie bierny
(62), okazato sie jednak (80), ze ulega on odnowie z niewielkg szybkoscia,
rézng dla poszczegolnych tkanek. Kolagen S$ciegien mozna praktycznie
uzna¢ za catkowicie bierny, kolagen miesni ma okres péttrwania 50—60
dni, a watroby i jelit — 20—30 dni. Gerber i wsp. (22) donoszg o wy-
stepowaniu w kos$ciach frakcji kolagenu, ktora jest szybko wymieniana.
Kao i wsp. (40) stwierdzili u szczura najszybszg odnowe kolagenu
w macicy bezposrednio po porodzie i prawie catkowitg bierno$¢ kolagenu
Sciany aorty oraz $ciegien ogona.

Orekowicz i wsp. (68, 69) przeprowadzili badania poréwnawcze
nad kolagenem u kilku gatunkoéw zwierzat, a co wazniejsze, $ledzili jego
odnowe u zwierzat jednego gatunku w réznym wieku i okresie wzrostu.

* Dr med., mgr chemii, adiunikt | Kliniki Choréb Wewnetrznych 2 Centralnego
Szpitala Klinicznego Wojskowej Akademii Medycznej, Warszawa
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Stwierdzili oni, ze rozpuszczalny kolagen, nazwany przez nich prokola-
genem, jest prekursorem nierozpuszczalnego kolagenu dominujgcego
w strukturze tkankowej oraz, ze zawarto$¢ prokolagenu zmienia sie od
okoto 18%>kolagenu catkowitego u bardzo mtodych zwierzat do okoto 1%
u osobnikéw starych.

Réwnolegle z badaniami nad metabolizmem kolagenu byty prowa-
dzone prace nad witasciwosciami fizykochemicznymi tego biatka.

Juz w roku 1900 Zachariades (98) stwierdzit, ze pewne frakcje
kolagenu $ciegien ogona szczura rozpuszczajg sie w rozcieAczonych
roztworach kwaséw. Faktem tym zainteresowano sie ponownie dopiero
gdy Nageotte (61) wykazal, ze niektére kolageny rozpuszczalne
w stabo kwasnych roztworach mozna powtoérnie przeprowadzié w postaé
wibékien stosujac odpowiednie warunki dializy. Wielu badaczy doniosto
0 rozpuszczalnos$ci kolagenu roznych tkanek w rozciefczonych kwasach
(18, 20, 69), a takze w obojetnych roztworach soli (21, 26, 34).

Schmitt i wsp. (84) na podstawie wynikéw uzyskanych przy
uzyciu mikroskopu elektronowego wysuneli hipoteze, ze kolagen jest
zbudowany z podstawowych jednostek — tropokolagenu. Potwierdzono
to nastepnie przy zastosowaniu precyzyjniejszych przyrzadow (32),
a Halloni i Doty (28) zdotali otrzymaé¢ zdjecie czasteczki tropo-
kolagenu. Zbudowana jest ona z trzech owijajgcych sie wzajemnie tan-
cuchdw polipeptydowych potgczonych wigzaniami poprzecznymi. Trzy
formy w jakich wystepuje tropokolagen a, 0i y (82, 85), rdznig sie iloscig
poprzecznych wigzan pomiedzy podjednostkami (16, 17, 35, 78, 83). Po-
czatkowo podjednostki te potgczone sg ze sobg stabymi sitami, a w miare
wyksztatcania sie makroczasteczki tgczg sie silnymi wigzaniami kowa-
lentnymi. Im wiecej poprzecznych wigzan zawiera tropokolagen tym jego
rozpuszczalnos$¢ jest mniejsza.

Interesujagce byto poréwnanie metabolicznych aktywnos$ci rozpusz-
czalnych frakcji kolagenu i dojrzatych nierozpuszczalnych witokien kola-
genowych. Okazato sie, ze okres pottrwania dojrzatych widkien wynosi
okoto 300 dni (62), natomiast frakcja kolagenu rozpuszczalnego w 0,14 M
NaCl jest odnawiana w czasie 5—24 godzin (33). Szybko$¢ odnowy kola-
genu rozpuszczalnego w bardziej stezonych roztworach soli lub w kwas-
nym $rodowisku byta odpowiednio mniejsza. Badania nad szybkoScig
wbudowywania proliny znakowanej 14C do kolagenu zwierzgt wykazaty
istnienie dwdch niezaleznych pul kolagenu charakteryzujacych sie duza
szybkos$cig odnowy.

I1. Wolna i zwigzana hydroksyprolina w surowicy

Pomimo stosowania chromatografii bibutowej oraz metod mikro-
biologicznych umozliwiajagcych wykrycie i oznaczenie iloSciowe poszcze-
g6lnych aminokwaséw w surowicy, nie udato sie wykazaé w surowicy
krwi ludzkiej statej obecnosci hydroksyproliny (50, 59, 60). Nawet me-
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todg chromatografii jonowymiennej nie zdotano okresli¢ jej stezenia
(11, 67, 89, 92). Dopiero zastosowanie chromatografii kolumnowo-bibuto-
wej pozwolito wykazaé, ze hydroksyprolina jest stalym sktadnikiem
surowicy krwi zdrowego cztowieka chociaz stezenie jej jest jednym z naj-
nizszych w porownaniu do innych aminokwasow (7). Hydroksyproline
oznacza sie kolorymetrycznie, w oparciu o specyficzng reakcje barwng
aldehydu p-aminobenzoesowego (odczynnik Ehrlicha) z produktem otrzy-
manym po utlenieniu i dekarboksylacji hydroksyproliny (65). NajczesSciej
stosowane sg metody Prockopa (77) i Stegemana (90).

Prac, w ktorych do oznaczania wolnej hydroksyproliny w surowicy
stosowano specyficzne metody jest niewiele (3, 4, 13, 47, 51, 74). Jedynie
dwie publikacje zawierajg doktadne badanie poziomu tego aminokwasu
w surowicy ludzkiej i obejmujg duzy materiat (54, 70).

Tablica 1
Stezenie wolnej i zwigzanej peptydowo hydroksyproliny w [i-g/ml surowicy krwi ludzi i niektérych
zwierzat
Hydroksyprolina
Materiat Metoda Autor Liczba
przypadkow wolna catkowita
Kon Chromato- W estfall 2 2 6
grafia bibu- (95)
towa (barw.
izatyna)
Szczur Modyf. Pro- Bates (4) 32 10 24
kop”
W iss’a Kivirikko (47) 10 1,4 —
Cztowiek Prockop’a Prockop (75) 2 1,2—1,6 25—26
Laitinen (54) 38 1,05
Stegemanna Kobrle (51) 10 2,4 2,4
Oye (70) 10 0,92
Bauman (3) 38 2,4 —

Laitinen i wsp. (54) uwazaja, ze poziom wolnej hydroksyproliny
zalezy od wieku i pici. Sg to jednak wahania niewielkie i wartosci
$rednie rdznig sie nie wiecej niz o 10%. Stezenie wolnej hydroksypro-
liny w surowicy ludzi i niektérych zwierzat zestawiono w tablicy L
Srednie ilosci tego iminokwasu mieszcza sie w granicach od 0,92—2,4
M.g/ml. Sg to mate wahania, szczegdlnie, jesli uwzgledni sie stosowanie
réznych metod oznaczania i niejednakowg diete badanych osobnikow.
Hydroksyprolina stanowi okoto 0,3°/0 sumy wszystkich wolnych amino-
kwaséw surowicy i wystepuje tam w ilosciach wielokrotnie nizszych niz
inne aminokwasy. Hess i Schaffran (31) oraz Wolf i wsp. (97)
wskazujg, ze podana hydroksyprolina jest szybko usuwana z surowicy
badz ulegajac rozpadowi badz wydalaniu do moczu i uwazajg, ze wolna
hydroksyprolina moczu pochodzi z endogennych Zrddet, a wiec z kola-
genu lub jego prekursora
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Hydroksyproline zwigzang peptydowo oznaczano w surowicy szczura
(4), konia (95) i cztowieka (51, 75) (tablica 1). Wedtug badan Ko brie
i wsp. (51) w surowicy ludzkiej nie wystepuje hydroksyprolina zwia-
zana, jedynie u kobiet ciezarnych wykryli oni te po#gczenia w zniko-
mych ilosciach (0,3 ing/ml). Jest to interesujace ze wzgledu na obecnos$é
znacznych ilosci tych zwigzkéw w moczu. Wskazuje to, po wykluczeniu
mozliwosci tworzenia sie ich w kiebkach i kanalikach nerkowych, na
bardzo wysoki ,clearance” nerkowy i brak reabsorpcji w kanalikach.
Istotnie Prockop i wsp. (75 uzyskali po podaniu zelatyny kilkunasto-
krotne zwigkszenie stezenia peptydoéw hydroksyprolinowych w surowicy
i stwierdzili bardzo szybkie wydalanie ich w moczu.

I11. Hydroksyprolina w moczu

W moczu wolna hydroksyprolina wystepuje podobnie jak w surowicy,
w bardzo matych ilosciach i byta jednym z najpdzniej wykrytych amino-
kwasow. Wiele publikacji podaje zawarto$¢ hydroksyproliny wolnej
i zwigzanej peptydowo w moczu osobnikéw zdrowych. Srednie z war-

Tablica 2
Stezenie wolnej i zwigzanej hydroksyproliny w moczu ludzi dorostych
! Liczba Hydroksyprolina
Metoda Autor przypad- wolna catkowita
kow mg/dobe mg/dobe mg/kg/dobe mg/m2/dobe
Prockop Benoit (5) M 38,3 ' M 19,2
21,8—594 K 16,4
K 27,0
11,4— 35,3
Jasin (36) 11 — 32,9 — 18,1
14,5—54,1 9,3—30,6
Tones (38) 12 — 13— 65 - —
Smith (88) 20 — — 0,38 —
0,2—0,5
Laitinen (54) 48 0,60 25,8 — 14,4
0,30—1,33 15,1—42,8 9,2—23,8
Lee (53) 22 15— 65
Korting (52) I 14,9—33 z
Platt (73) 8 — 21 — —
9—28
Ney (66) 4 — 24 — . —
Kivirikko 11 0,67 29,1 — -—
(46) 18,8—40,9
W oessner Matiasevic 28 — 37 — —_
(56) 20— 50
Neuman Goidanich 42 0 17,6
Logan (23) 15,2— 19,4

M —Mezczyzni
K —Kobiety
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tosci uzyskanych z wiekszej ilosci przypadkéw za pomocg specyficznych
metod oznaczania (65, 77, 90) zebrano w tablicy 2. Wolna hydroksyprolina
stanowi w moczu zaledwie 3% catkowitej hydroksyproliny (76, 99). llosci
wolnej hydroksyproliny w dobowym moczu osobnikéw dorostych wahaja
sie wedtug réznych autoréw od 0,30 do 1,33 mg/dobe. Nalezy podkreslic,
ze Goidanich i wsp. (23) nie stwierdzili w og6le wolnej hydroksy-
proliny w moczu badanych 42 pacjentow, a nie mozna tez wykluczyé, ze
czes¢ wolnej hydroksyproliny w moczu pochodzi z zawierajgcych ten
iminokwas peptyddw, ktdre mogg rozpada¢ sie w pecherzu moczowym lub
podczas zbierania dobowej porcji moczu.

Dorosli, zdrowi osobnicy wydzielaja z moczem w ciagu 24 godzin
okoto 1 g peptydow, z czego okoto 50 mg przypada na peptydy zawiera-
jace hydroksyproline. Graniczne wartosci dla zwigzanej hydroksyproliny
w moczu zdrowych osobnikéw dorostych wynoszg 9—65 mg/dobe (ta-
blica 2). Wydalanie zwigzanej hydroksyproliny przeliczano tez na jed-
nostke wagi (88) lub powierzchni ciata (23). Wedlug Lee i Loyda

Tablica 3
Sktad aminokwasowy zawierajacych hydroksyproline peptydéw moczu

5% _ .
EZ Aminokwasy Literatura
z2
1 Pro-OH, Pro, Gli, Ala, Glu, Asp, Liz, Leu, Wal, Arg 29
2 Pro-OH, Pro, Gli, Ala, Glu, Asp, Liz(?), Wal, Arg 29
3 Pro-OH, Pro, Gli, Ala, lub Tyr, Ser, Treo 43
4 Pro-OH, Pro, Gli, Ala lub Tyr, Asp, Ser 43
5 Pro-OH, Gli, Ala, Glu, Liz, Arg 29
6 Pro-OH, (?), Ala, Glu, Asp 9
7 Pro-OH, Pro, Gli, Asp, Liz 43
8 Pro-OH, Pro, Gli, Ala, Asp 43
9 Pro-OH, G1u2 58
10 Pro-OH, Pro, Gli 58
11 Pro-OH4, Pro4, Glu 57
12 Pro-OH2 Pro3, Glu9 57
13  Pro-OH, Pro 43,58, 72,
94

(53) wydalanie u tego samego osobnika w réznych dniach wynosito:
46, 60, 47, 30, 43 i 40 mg/dobe. Jeszcze mniejszy rozrzut, wynoszgcy
tylko 16% miedzy granicznymi wartosciami, podali Jones i wsp. (37).

Kibrick i wsp. (43) oraz Meilman i wsp. (58) stwierdzili
u kilkunastu osobnikéw duze podobienstwo poszczegdlnych frakcji pepty-
déw hydroksyprolinowych wydalanych w moczu.

W 1955 r. Westall (94) wykryt dwupeptyd hydroksyprolinowy
badajagc aminokwasy wydalane w moczu. Byfa to prolilohydroksyprolina
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(43, 58, 72). Od tego czasu wyodrebniono kilkanascie peptydéw hydro-
ksyprolinowych zbudowanych z kilku a nawet z dziesieciu aminokwa-
séw (9, 29, 43, 57) (tablica 3). Ich skitad aminokwasowy S$wiadczy, ze
pochodzg one z metabolicznego rozpadu kolagenu tkankowego.

Dwupeptyd Westalla stanowi okoto 60%, a trojpeptyd glicylo-hydro-
ksyprolilo-prolina — 15% wszystkich peptydéw hydroksyprolinowych
moczu. Uktad aminokwasow w obu peptydach jest sekwencjg typowa dla
normalnego kolagenu (27, 86).

Nalezy iednak podkreslié, ze wiekszos¢ peptydow wystepujacych
w moczu otrzymano w minimalnych iloSciach, co ograniczato badania
do oznaczen jakosciowych, a ponadto mogly one byé zanieczyszczone
innymi peptydami, powstajagcymi jako artefakty podczas wyodrebniania.

1V. Wydalanie hydroksyproliny w zaleznosci od wieku i okresu wzrostu

O zwigkszonym wydalaniu aminokwasdw w moczu kilkuletnich dzieci
doni6st juz w 1914 roku Rabinovitch (79). Berger (6) zaobser-
wowat najszybciej nastepujgce wydalania aminokwaséw do 7 dnia zycia
oraz ponowne wzmozenie wydalania w okresie dojrzewania piciowego.
Przeliczajac uzyskane wyniki na kilogram wagi ciata ustalit on, ze
kilkutygodniowe niemowleta wydalajg wzglednie najwieksze ilosci
aminokwasow, a od tego okresu, az do pdznej staroSci nastepuje spadek
z matym zahamowaniem w okresie dojrzewania.

OBrien i wsp. (10) stwierdzili, ze w moczu kilkutygodniowego
dziecka wolna hydroksyprolina jest jednym z kilku obficiej wystepuja-
cych aminokwas6w, podczas gdy w pdzniejszym okresie i u ludzi do-
rostych wystepuje ona w ilosciach $ladowych. Przyczyng tego zjawiska
nie jest podwyzszenie poziomu wolnej hydroksyproliny w surowicy, lecz
najprawdopodobniej mata zdolnos¢ wchianiania zwrotnego tego amino-
kwasu w kanalikach nerkowych w pierwszym okresie zycia noworodka.
Dopiero w po6zniejszym okresie nastepuje catkowite wyksztatcenie reab-
sorpcji, co powoduje obnizanie poziomu wolnej hydroksyproliny w moczu.

0 blisko dwukrotnie wiekszym wydalaniu wolnej hydroksyproliny
przez miode szczury (25 M-g/dobe) w pordéwnaniu do szczurow starych
(14 M.g/dobe) donosili Kivirikko i Liesmaa (47), ttumaczac to
wiekszym wydzielaniem hormonu wzrostu u osobnikéw mitodych. Teo-
retyczne podstawy do przypuszczen, ze ilo$¢ zwigzanej hydroksyproliny
w moczu moze zaleze¢ od szybkos$ci wzrostu, daty badania Grossa (25),
ktory stwierdzit, ze u Swinek morskich wraz z wiekiem systematycznie
malejg frakcje kolagenu rozpuszczalne w zimnych roztworach soli. Spo-
strzezenia te potwierdzono u innych zwierzat i u ludzi (1, 8 39, 93).
Poniewaz rozpuszczalny kolagen jest frakcjg metabolicznie aktywniejsza
jej zmniejszenie w organizmie powinno powodowac obnizenie sie po-
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ztomu zwiazanej hydroksyproliny w moczu. Biorac to pod uwage Jasin
i wsp. (36) poréwnali poziom zwigzanej hydroksyproliny w moczu osob-
nikow w réznym wieku (tablica 4). Najwieksze wydalanie (w wartos$-
ciach bezwzglednych) stwierdza sie u miodziezy w okresie dojrzewania,
jednak po przeliczeniu na m2 powierzchni ciata, co wedtug Jasina jest
bardziej witasciwe, najwieksze ilosci zwiazanej hydroksyproliny wyste-
puja w moczu u niemowlat, a najmniejsze u osobnikow dorostych. Bar-
dziej szczeg6towe oznaczenia, z podziatem na jednoroczne grupy, prze-
prowadzili Jones i wsp. (37) i stwierdzili rowniez maksymalne wyda-
lanie catkowitej hydroksyproliny u miodziezy w 14 i 15 roku zycia.
Istnienie zalezno$ci miedzy szybkos$cig wzrostu organizmu i iloscig hydro-
ksyproliny w moczu jest juz bezsporne (19, 23, 51, 53).

Tablica 4

Wydalanie hydroksyproliny z moczem u osobnikéw w réznym wieku (36)

Liczba Hydroksyprolina catko-
Grupa badana przypad- wita
kéw mg/dobe mg/dobe/m2
Niemowleta 0—1 rok 7 32,7 102,2
Dzieci 1— 10 lat 21 49,0 66,1
Mtodziez 10— 14 lat 12 103,7 80,5
Dorosli 12 32,9 18,1

Z tym zagadnieniem tgczy sie wptyw hormonu wzrostowego na meta-
bolizm kolagenu. Banfield (2) stwierdzit u starych chomikéw po
wstrzyknieciu hormonu wzrostowego, zwiekszenie rozpuszczalnej w kwa-
sie octowym frakcji kolagenu skéry. Daughaday i Mariz (12)
wykazali przyspieszenie wbudowywania znakowanej na weglu proliny
do kolagenu chrzastki pod wptywem hormonu wzrostu.

Interesujacych danych dostarczyty oznaczenia catkowitej hydroksy-
proliny w moczu osobnikéw kartowatych badz dzieci z wyraznym op6z-
nieniem wzrostu. Wedtug Jasina i wsp. (19, 36) wydalanie catkowitej
hydroksyproliny u dzieci z kartowatos$cig przysadkowa jest kilkakrotnie
mniejsze niz u osobnikéw z prawidtowym wrostem- Autorzy ci podajac
dwojgu dzieciom z kartowatoscia 2,5 mg hormonu wzrostu dziennie
zaohserwowali wyrazne zwiekszenie catkowitej ilosci hydroksyproliny
w moczu do poziomu charakterystycznego dla okresu szybkiego wzrostu.
Po zaprzestaniu podawania hormonu wydalanie hydroksyproliny obni-
zyto sie do poziomu przed leczeniem.

Natomiast u pacjentow z aktywng akromegalig stwierdzono wyda-
lanie znacznie zwiekszonych ilosci hydroksyproliny, ktdre po leczeniu
promieniowaniem wracaty do normy (5, 15, 36).

Matiasevic i Gershberg (56) wykazali obnizone wydalanie
hydroksyproliny u dwojga dzieci, u ktérych leczenie przez diugi okres
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czasu kortykosteroidami, wywotato zahamowanie szybkoSci wzrostu.
U dzieci tych w czasie leczenia hormonem wzrostu nastapito blisko trzy-
krotne przyspieszenie wzrostu i zwiekszenie wydalania hydroksyproliny
w moczu. Po odstawieniu hormonu ilo$¢ tego iminokwasu zmniejszyta
sie do wartosci przed leczeniem — wyraznie nizszych niz odpowiadatoby
to danej grupie wieku. Z obserwacji tych wynika, ze hormon wzrostowy
powoduje zwiekszenie syntezy kolagenu przy jednoczesnym przyspie-
szeniu jego przemian. Oznaczanie hydroksyproliny w moczu moze by¢
pomocne w rozpoznawaniu wczesnej akromegalii moze stuzyé jako
wskaznik prawidtowos$ci wzrostu dzieci.

V. Wydalanie hydroksyproliny w réznych schorzeniach

Zwigzek miedzy wydalaniem peptydéw zawierajagcych hydroksypro-
line a metabolizmem kolagenu zwrécit uwage wielu badaczy na zagad-
nienie okre$lania catkowitej hydroksyproliny w moczu w wielu réznych
schorzeniach, o ktoérych wiedziano lub przypuszczano, ze dotyczg prze-
mian kolagenu lub tkanki tgcznej.

0 wptywie na metabolizm kolagenu tyroksyny, ktorej podanie
szczurom spowodowato wzrost hydroksyproliny w moczu doniesli
Kivirikko i wsp. (44, 45). U pacjentéw z hypertyreoidyzmem poziom
hydroksyproliny w surowicy jest podwyzszony, a wydalanie zaréwno
wolnej jak i zwigzanej hydroksyproliny w moczu wyraznie zwiekszone
(15, 46). Ta réwnolegto$¢ podwyzszenia poziomu hydroksyproliny w suro-
wicy i moczu wskazuje, ze powodem sg zmiany w metabolizmie kolagenu,
a nie czynnik nerkowy. Natomiast w hypotyreoidyzmie (41) oraz w kre-
tynizmie (36) stwierdzono obnizenie wydalania hydroksyproliny.

Druga liczng grupe schorzen stanowity choroby, w ktérych wystepuje
destrukcja kolagenu zwigzana ze znacznym podwyzszeniem wydalania
hydroksyproliny.

Duli iwsp. (14) leczac parathormonem pacjentéw z niedoczynnoscia
przytarczyc zaobserwowali wzrost wydalania w moczu najpierw fosforu,
nastepnie wapnia, a w pie¢ dni pozniej hydroksyproliny. Przypuszczajg
oni, ze mobilizacja mineralnej substancji koSci jest sprawg wtorng,
a pierwotnie nastepuje degradacja kolagenu stanowigcego organiczna
substancje podstawowg kosci. Keiser i wsp. (42) na podstawie analo-
gicznych badan doszli do wniosku, ze parathormon powoduje rozpad
kolagenu kosci. Natomiast Klein i Curtis (49) uwazaja, ze w hyper-
paratyreoidyzmie nastepuje przyspieszenie syntezy rozpuszczalnego ko-
lagenu kosci, poniewaz u pacjentow z tym schorzeniem stwierdzono za-
rowno podwyzszone jak i lezagce w granicach prawidtowych wartoSci
hydroksyproliny w moczu (15, 48). Jednakze najwyzsze wartoSci stwier-
dzono przede wszystkim u pacjentéw z aktywng postacig schorzen, u kto-
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rych wystepowaty zmiany patologiczne w kosciach — co przemawiatoby
za koncepcja degradacji. Ostatnio interesujgce doswiadczenia rozstrzyga-
jace te kwestie przeprowadzili Harris i Sjoerdsma (30). Podawali
oni szczurom znakowang 14C-proling a nastepnie po kilku tygodniach
w jednym doswiadczeniu i po kilku miesigcach w drugim podawali
wyciag przytarczyc powodujac szybki wzrost wydalania hydroksypro-
liny. Wzgledna aktywno$¢ znakowanej hydroksyproliny w moczu nie
zmieniata sie pod wpltywem podawania wyciggu, natomiast ilos¢ wyda-
lonej catkowicie hydroksyproliny zwiekszata sie prawie dwukrotnie.
Gdyby wzrost wydalania byt wynikiem zwiekszonej syntezy nowego,
nieznakowanego kolagenu, to wzgledna aktywno$¢ hydroksyproliny
w moczu powinna male¢ odpowiednio do przyrostu hydroksyproliny cat-
kowitej. Poniewaz za$ hydroksyprolina wydalana w zwiekszonej ilosci
na skutek dziatania hormonu pochodzita z uprzednio znakowanej ,star-
szej” puli kolagenu, zatem hormon przytarczyc musi dziata¢ bezposred-
nio na dojrzaty kolagen.

Gtéwna cze$¢ (40'%) catkowitego kolagenu w organizmie znajduje
sie w substancji podstawowej kosci. Fakt ten, jak réwniez wieksza szyb-
kos¢ przemiany kolagenu w kosciach niz w innych tkankach (24) pozwa-
laty przypuszczaé, ze jego katabolizm jest gtownym zrodiem peptydow
hydroksyprolinowych moczu (14, 15). Zatem wszystkie schorzenia obej-
mujace substancje podstawowa kosci i powodujace jej destrukcje oraz
stany, ktdrym towarzyszy wzrost aktywnosci osteoblastow powinny wy-
wota¢ podwyzszenie poziomu hydroksyproliny w moczu.

Liczni autorzy (5, 15, 23, 54) badajac wydalanie hydroksyproliny
w chorobie Pageta stwierdzili zgodnie we wszystkich badanych przypad-
kach podwyzszony poziom hydroksyproliny w moczu.

Réwniez w przypadkach inwazji komoérek nowotworowych do kosci
i jej kolagenu z towarzyszaca destrukcjg tych tkanek stwierdzono
U wszystkich pacjentéw zwiekszone wydalanie hydroksyproliny, przy
czym poziom hydroksyproliny w moczu zalezat od stopnia rozwoju cho-
roby (73).

W zespole Marfana obserwuje sie réwniez znaczne wydalanie pepty-
dowo zwigzanej hydroksyproliny (87). Jones i wsp. (38) stwierdzili
3—5 razy wyzszy poziom zwigzanej hydroksyproliny w moczu pacjen-
tébw z klasycznym zespotem Marfana, w poréwnaniu do wartosci u do-
rostych osobnikéw zdrowych w odpowiedniej grupie wieku. W grupie
chorych w wieku 11—15 lat réznice nie byty tak znaczne ze wzgledu na
duze wahania osobnicze. Wprawdzie podstawy defektu metabolicznego
w tym schorzeniu sa jeszcze nieznane, wiemy jednak, ze obejmuje ono
nienormalng synteze kolagenu potgczong prawdopodobnie z podwyzszo-
nym jego metabolizmem.

W jakim stopniu wydalanie peptydowe zwigzanej hydroksyproliny
moze odzwierciedla¢ zmiany w metabolizmie kolagenu zalezy réwniez
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od tego w jakim procencie peptydy uwolnione z kolagenu tkankowego
przechodza w postaci niezmienionej do moczu. Duza ich cze$¢ mogtaby
ulega¢ przemianie do innych aminokwaséw, dwutlenku wegla czy tez
mocznika. Prock op (74) wyliczyt na podstawie czasu poitrwania nie-
rozpuszczalnego kolagenu (50—100 dni), ze ilos¢ hydroksyproliny powsta-
jacej z rozktadu nierozpuszczalnego kolagenu szczura wynosi 5—12 mg
na dobe. Poniewaz szczury wydalaty 0,9 mg hydroksyproliny dziennie,
a tylko okoto 23tej ilosci pochodzito z nierozpuszczalnego kolagenu, za-
tem wedtug Prockopa zaledwie 5—10°0 hydroksyproliny powstajacej
wskutek rozpadu nierozpuszczalnego kolagenu jest wydalane do moczu
(rysunek 1).

PROLINA

(Aktywowana Hydroksypro/ina)

0.15M Naci
Kolagen K(?Ie;)ge_n Kola_lgen
rozpuszczalny > stabie] nie-
rozpuszczalny rozpuszczalny
Wolna_ Hydroksypro/ina Wolna Hydroksypro/ina
i i
Peptydy Hydroksyprotinowe Peptydy Hydroksyprolinowe
90-95%
CO2+ Mocznik Hydroksypro/ina COU+ M ocznik
moczu

Rys. 1. Rozpad rozpuszczalnego i nierozpuszczalnego kolagenu do wolnej hydroksy-
proliny i peptydéw hydroksyprolinowych moczu (55)

VI. Uwagi koricowe

Poziom hydroksyproliny w moczu osobnikéw zdrowych jest wzglednie
staty i dzieki temu oznaczanie jej moze mie¢ znaczenie kliniczne w nie-
ktérych schorzeniach. Na pierwszym miejscu wymienié nalezy diagno-
styke i ocene efektow leczenia choréb tarczycy, szczeg6lnie w tych przy-
padkach, w ktérych niemozliwe jest oznaczenie zwigzanego z biatkiem
jodu. Ponadto oznaczanie hydroksyproliny w moczu moze stuzy¢ jako
wskaznik odpowiedzi organizmu na terapie hormonem wzrostu a takze
okresla¢ stopien aktywnosci akromegalii oraz postep choroby w niekté-
rych schorzeniach kosci.

Po pierwszych dosSwiadczeniach wskazujgcych na powigzanie prze-
miany kolagenu z wydalaniem hydroksyproliny spodziewano sie znalezé
najwyzsze wartosci tego aminokwasu w schorzeniach obejmujacych
uogdlnione zmiany w tkance #gcznej. Dlatego tez chorzy z rheumatoid
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arthritis, lupus erythematosus i sklerodermiag stanowili pierwszag grupe
pacjentéw, u ktérych zbadano wydalanie hydroksyproliny w moczu.
Jednak otrzymane dla tej grupy chorych wartosci nie odbiegaly znacz-
nie od prawidtowych (99). Jedynie w aktywnej fazie sklerodermii za-
obserwowano dwukrotnie wyzsze niz u zdrowych ilosci hydroksyproli-
ny w moczu. Nie stwierdzono podwyzszonego poziomu peptydéw hy-
droksyprolinowych w moczu podczas poporodowego zwijania sie macicy
u szczuréw (96) pomimo znikania w tym okresie znacznych ilosci kola-
genu z tkanek. Fakt ten mozna czesciowo ttlumaczy¢ tym, ze kolagen
catego organizmu lub nawet pojedynczej tkanki nie moze by¢ uwazany
za homogeniczny. Wiekszo$¢ tkanek zawiera kolagen o rdéznej rozpusz-
czalnos$ci i o réznej szybkosci odnowy (33) a ilos¢ wydalanej hydroksy-
proliny bedzie zalezna od tego jaka frakcja jest objeta schorzeniem.
Z drugiej strony, zgodnie z sugestia Prockopa (74), by¢ moze tylko
mata cze$¢ uwolnionej z kolagenu hydroksyproliny jest wydalana w mo-
czu w postaci niezmienionej. Zatem tylko znaczne zmiany metabolicz-
ne kolagenu powodowalyby wyrazne zmiany iloSci wydalanej w moczu
wolnej i zwigzanej peptydowo hydroksyproliny. Poglady Prockopa wy-
magajg jeszcze potwierdzenia, tym bardziej, ze dostajgce sie do krwi
peptydy hydroksyprolinowe sg szybko wydalane do moczu. Wskazujg
na to sladowe ilosci tych peptydéw w normalnej surowicy ludzkiej oraz
szybkie obnizanie ich poziomu w surowicy i pojawianie sie ich w mo-
czu w przypadku obcigzenia organizmu ludzkiego zelatyng lub innym
biatkiem bogatym w hydroksyproline.

Nie wyjasniono jeszcze czy nierozpuszczalny kolagen, tak jak frakcja
kolagenu rozpuszczalnego rozpada sie bezposrednio do peptydéw moczu
czy tez przeksztatca sie przed rozpadem w bardziej rozpuszczalng for-
me (rysunek 1). Ponadto nie wiadomo, czy stuszne sg dotychczasowe
poglady o pochodzeniu peptydowo zwigzanej hydroksyproliny w moczu.
Ostatnie badania (14) przy zastosowaniu proliny znakowanej na weglu,
wskazywatyby, ze wolna i zwigzana hydroksyprolina w moczu pocho-
dzg zarébwno ze S$wiezo zsyntetyzowanych czasteczek kolagenu, ktore
tworzg tak zwany rozpuszczalny kolagen tkanek jak i z rozpadu dojrza-
tych nierozpuszczalnych widkien kolagenowych.
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JAN HANKIEWICZ*

Metody automatyczne w biochemii Klinicznej z zastosowaniem
autoanalizatora

Automatic Methods in Clinical Biochemistry with Use of the Autoanalyzer

General principles of automatic methods using the autoanalyser in clinical
biochemistry are described.

Jednym z podstawowych elementéw racjonalizacji w analityce jest
automatyzacja. CzeSciowa lub catkowita automatyzacja analizy chemicz-
nej zmniejsza czas wykonania i koszty analizy, wymaga jednak zasto-
sowania odpowiedniej aparatury. Najwieksze dotychczas zastosowanie
w praktyce znalazty autoanalizatory amerykanskiej firmy Courtesy
Technicon Instrument Corpor. Chauncey N.Y. Metode analizy automa-
tycznej opartg na postugiwaniu sie autoanalizatorem przedstawit po raz
pierwszy w roku 1957 Skeggs (30) w Stanach Zjednoczonych, a pdz-
niej rowniez inni autorzy (5 22). Autoanalizatory sa aparatami w za-
sadzie zupetnie prostymi w budowie, a ze wydajnos$¢ ich jest duza, szybko
amortyzujg sie i, mimo wysokiej ceny, sg optacalne. Szczegdlnie szero-
kie zastosowanie znalazty one w biochemii klinicznej. W niedtugim cza-
sie wygasa ochrona patentowa i wytgczno$¢ produkowania autoanali-
zatoréw przez firme Technicon mozna wiec spodziewac sige, ze stang sie
one bardziej dostepne réwniez dla naszych laboratoriéw Kklinicznych.

I. Mozliwosci zastosowania autoanalizatora

Analiza za pomocg autoanalizatora opiera sie na ciggtlym pobiera-
niu badanego materiatu (aspiracja) i dzieleniu go na porcje (segmentacja).
Przeznaczony do badania materiat mozna wprowadzi¢ do aparatu bezpo-
$rednio lub po odpowiednim wstepnym przygotowaniu.

Pobieranie materiatu bezposrednio z przepltywajgcego strumienia
znajduje szczegblne zastosowanie w analizie przemystowej do badania
stezen réznych lekéw, antybiotykéw (8, 11), alkoholo-cukréw, estrow

*
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i innych zwiazkow (11, 24). Sprzezenie autoanalizator6w z urzgadzeniem
sygnalizacyjno-regulacyjnym umozliwia automatyczng kontrole procesu
technologicznego.

Bezposrednia aspiracja materiatu biologicznego od pacjenta (krew,
mocz, sok zotagdkowy, wydzielina z przetoki, z ran) daje mozliwos¢ sta-
tej kontroli réznych skiadnikéw, na przyktad poziomu mocznika, pota-
su, transaminaz, rezerwy alkalicznej — przy zagrozeniu mocznicg lub
kwasica oddechowgq i ustalaniu wskazan do stosowania sztucznej nerki
i ptuco-serca. Mozna réwniez tym sposobem badaé wptyw réznych prepa-
ratbw na stan chorego (7, 36), a takze skutki obcigzenia organizmu na
przyktad glukoza, zelazem, czy preparatami hormonalnymi.

W biochemii klinicznej najczesciej jednak badany materiat wymaga
przygotowania (rozcienczenia, odbialczenia, ekstrahowania itp.) przed
analizg, a wowczas do autoanalizatora wprowadza sie zbidr poszczegol-
nych probek: krwi, moczu, ptynu mézgowo-rdzeniowego, soku zotgdko-
wego, lub dwunastniczego, wyciggu tkankowego itp. pobranych uprzed-
nio od pacjenta (22, 30).

Zastosowanie automatycznej analizy w biochemii klinicznej podlega
pewnym ograniczeniom. Metody tej nie nalezy stosowa¢, gdy liczba ana-
liz jest zbyt mata, poniewaz czas potrzebny do przygotowania aparatu
i standardéw oraz ocena krzywych znacznie przekracza czas wykona-
nia analizy normalnym sposobem. Automatyczny tok analizy nastawiony
jest na metody mikro lub pdtmikro, to tez nie jest wskazane stosowanie
go, jezeli dana metoda wymaga zbyt duzej iloSci materiatu, czy odczyn-
nikdw, jezeli stosunki ilosciowe badanego materiatu i odczynnikow s3a
bardzo rozbiezne, lub tez jesli ilos¢ materiatu w poszczegdblnych préb-
kach jest rozna, co pocigga za sobg konieczno$¢ przeliczen. Nie mozna
takze stosowac autoanalizatoréw, jezeli oddzielenie badanego sktadnika
za pomocg dializy nie wystarcza, jezeli tok analizy wymaga ekstraho-
wania, saczenia, przemywania, destylacji, odparowania itp. oraz jesli
produkt badany nie jest w stanie ptynnym. Nie mozna tez oczywiscie
stosowaé¢ automatycznej analizy jezeli jej wyniki budzg zastrzezenia,
sg niepowtarzalne i zbyt rozbiezne w stosunku do wynikéw uzyskanych
metodami manualnymi.

I1. Wyposazenie autoanalizatora

Zestaw aparatow autoanalizatora skilada sie: z odbieralnika probek,
pompy rozdzielczej wraz z zestawem przewodéw stuzacych do mecha-
nicznego prowadzenia analizy, dializatora, termostatu, kolorymetru wraz
z prostownikiem oraz rejestratora zapisujgcego wyniki analizy (rysu-
nek 1).



[3] AUTOANALIZATORY W KLINICE 135

7 6 5 4 3 2 1
Rys. 1 Schemat autoanalizatora firmy Technicon Instr. Corp.

W skiad wyposazenia autoanalizatora wchodzg tez zestawy odczynni-
kéw dostosowane do rodzaju zamierzonych badan. Przygotowuje sie je
w ilosciach przewidzianych do wykonania analizy — zwykle z dodat-
kiem substancji zmniejszajgcej napiecie powierzchniowe. llo$¢ odczyn-
nikow zuzywanych w metodzie automatycznej jest niewielka, co obniza
koszt badania.

Odbieralnik stuzy do pobierania materiatu i przekazywania go do
badania. Jest on wyposazony w motorek obracajacy tarcze w sposéb
nieciggty z umieszczonymi na obwodzie prébkami, pobieranymi za po-
mocg matej zgietej rurki. Szybko$¢ poruszania sie tarczy mozna regu-
lowaé — zaleznie od potrzeby i ilosci prébek (20, 40 i 60 na godzine).

Istniejg dwa typy odbieralnikéw. Typ | ma na tarczy obrotowej 40
jednego rozmiaru miejsc na probki. Poniewaz kazda z nich musi by¢
obstawiona probka zerowa (warto$¢ odniesienia) zatem tylko potowa
miejsc na tarczy stanowi o rzeczywistej wydajnosci badania wynoszg-
cej, zaleznie od szybkosci ruchu tarczy 10, 20 lub 30 oznaczen na go-
dzine. Odbieralnik typu Il wyposazony jest w piuczke automatycznie
wypetniajgcg sie ptynem zerowym, dzieki czemu nie traci sie potowy
miejsc na tarczy, a ponadto — w mikromieszalnik i urzadzenie sygnali-
zacyjne, ktore wigcza sie automatycznie z chwilg zakonczenia pobiera-
nia materiatu. Zakres szybkos$ci odbieralnika typu Il wynosi od 10 do
120 prébek na godzine. Jego tarcza ma wieksze otwory, co pozwala sto-
sowaé naczynia do probek w trzech rozmiarach: mikro (0,1 do 2,0 ml),
standard (2,5 ml) i makro (10 ml).

Pompa rozdzielcza sktada sie z synchronicznego motorka sprzezonego
z uktadem walcow, ktére umieszczone sg na réwnolegtych tahAcuchach
tworzacych pas transmisyjny. Uklad ten obracajgc sie dociska metalo-
wymi walcami biegngce pod nim polietylenowe przewody do bakelito-
wej ptytki i wypycha ich zawarto$¢ w kierunku dalszych aparatow —
réwnoczes$nie zasysajac nowg porcje pltynéw. Dziatanie ssgco-ttoczace
zapewnia przeptyw strumieni i odpowiada pipetowaniu w technice ma-
nualnej.
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W zasadzie szybko$¢ poruszania sie metalowych walcéw jest stala.
W nowszych typach pomp rozdzielczych istnieje dodatkowy motorek,
ktory umozliwia uzyskanie obok normalnej réwniez i wiekszej szyb-
kosci stosowanej przy przeptukiwaniu aparatu. Pompa rozdzielcza moze
swg czynnos$¢ ssaco-ttoczgcg prowadzi¢ rownoczesnie dla 12 przewodow.
Zestaw tych przewodo6w jest zasadniczym elementem analizy automa-
tycznej. Przeznaczeniem i rolg tej czesci aparatu jest nie tylko przewo-
dzenie ale takze i programowanie catej analizy. Tu odbywa sie rozdziat
ilosciowy badanego materiatu i odczynnikéw, ich segmentowanie za po-
mocg gazu, mieszanie, a takze przedtuzanie czasu reakcji. Do 'mieszania
i segmentowania stuzg réznych ksztattéw taczniki szklane (najprostsze
z nich to ,T”, ,H” i ,,Kaktus”) i kolumny spiralne o r6znej dtugosci
(pojedyncze i podwdjne) i o réznych przekrojach. Zastosowanie odpo-
wiednich kolumn szklanych umozliwia rédwniez przediuzenie czasu re-
akcji.

Dobor przewodoéw i tgcznikéw zalezy od rodzaju analizy i metody
oznaczania. Przez przewody, stosownie do ich przekroju, moze przepty-
waé od 0,3 do 3,9 ml cieczy na minute przy 40 oznaczeniach na godzine.
Rodzaj materiatu, z ktérego zbudowane sg przewody zalezy od ich prze-
znaczenia: Trygon — stosowany jest do cieczy wodnych, stabych kwa-
sow i odczynnikéw o odczynie alkalicznym; Solvajlex — do rozpuszczal-
nikéw organicznych, szczeg6lnie alkoholi, nie nadaje sie natomiast do
aldehydéw, ketonéw i chloroweglowodoréw; Silastic — do stezonego
kwasu octowego lub jego bezwodnika; Acidflex — do stezonych kwa-
séw mineralnych i réznych alkoholi.

Znajgc przekroje przewodow i czas pobierania materiatu przez od-
bieralnik mozna samemu obliczy¢ wzajemne proporcje miedzy iloscig
prébki badanej a iloScia odczynnikéw. Proporcje takie obliczone przy-

Tablica 1

Proporcje ilosciowe materialu badanego i odczynnikéw przy automatycznym
oznaczaniu mocznika

Objeto$¢ w ml pobierana dla kazdej

Przekréj L .
i probki materiatu badanego — przy Rodzaj pobieranego ma-
przewodow liczbie pobieranych prébek na godzine teriatu
(w calach )
20 40 60
0,030 0,6 0,3 0,2 préba badanego materiatu
0,045 2,1 1,05 0,69 powietrze
0,081 7,5 3,75 2,50 0,9% NaCl+ alkohol ka-
prylowy
0,081 7,5 3,75 2,50 dwuacetylomonooksym
0,056 3,0 1,50 0,99 powietrze
0,081 7,5 3,75 2,50 H2SC>4 i 50% AsXs

* 1 cal 25,4 mm
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ktadowo dla automatycznego oznaczania azotu mocznika przedstawia
tablica 1. Zwykle jednak firma Technicon dostarcza gotowe schematy,
tacznie z zaprogramowanym zestawem przewodow.

Dializator dziata na zasadzie dyfuzji sktadnikow przez bione péi-
przepuszczalng miedzy strumieniem cieczy analizowanej, bedacej miesza-
ning badanego materiatu i réznych odczynnikdw, a strumieniem cieczy,
»,odbierajgcej”, to jest roztworem, do ktérego nastepuje dyfuzja. W ana-
lizie automatycznej dializa zastepuje wszelkie czynnos$ci stosowane
w metodzie manualnej dla oddzielenia r6znych substancji jak wytracanie,
sgczenie, destylowanie, ekstrakcje itp.

Rys. 2. Schemat przebiegu analizy automatycznej na przyktadzie mocznika

Zaleznie od charakteru biony pdiprzepuszczalnej, jedne skiadniki dy-
funduja do odbieralnika, inne nie (rysunek 2). llo$¢ przedyfundowane-
go sktadnika zalezy od jego stezenia, czasu trwania dyfuzji, wielkosci
powierzchni dyfuzyjnej i temperatury. Jezeli trzy ostatnie parametry
sg state, to ilos¢ oddializowanej substancji bedzie wprost proporcjonal-
na do jej stezenia w badanym roztworze.

Zwykle badany skiadnik nie zostaje catkowicie oddializowany do
ptynu odbierajgcego, na przyktad przy oznaczaniu glukozy dyfunduje
tylko okoto 9°/0, a przy oznaczaniu mocznika — przecietnie 50%, jed-
nakze procent ten musi by¢ staly.

W analizie automatycznej stosuje sie dwa rodzaje dializatoréw: po-
jedynczy lub tez zawierajacy dwie btony potprzepuszczalne, o mniej-
szych (typ B) i wiekszych (typ C) porach.

Obie ciecze: dializowana i odbierajgca po wyjsciu z dializatora moga
by¢ wigczone w tok dalszego badania. Jezeli program przewiduje ozna-
czanie sktadnika przedyfundowanego do cieczy odbierajgcej, wowczas
ten wiadnie strumien idzie do dalszej analizy, a drugi (gérny na rysun-
ku 2), zwykle przeprowadzony jeszcze przez pompe rozdzielcza, skiero-
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wany zostaje do zlewu. Czesto jednak i w tym strumieniu oznacza sie
jeszcze inne skiadniki, ktore dyfundowaty minimalnie lub wcale nie
dyfundowaty. Analizowany sktadnik dyfunduje bezposrednio do od-
czynnika, z ktérym najczesciej daje od razu reakcje barwna, albo tez
reakcje wstepng do niej.

taznia termostatowa. Strumien zawierajagcy badany skladnik po
przejsciu przez dializator idzie do termostatu, w ktérym nastepuje ,doj-
rzewanie” reakcji barwnej. Temperatura i czas przeptywu muszg byé
dostosowane do warunkéw tej reakcji. Termostat zapewnia rowniez
utrzymanie statej temperatury przy kolorymetrowaniu.

taznie termostatowe wypetnione sa olejem — dla temperatury po-
nad 70°C, lub wodg — dla temperatury nizszej. Zanurzony w nich uktad
rurek spiralnych ma diugo$¢ przewaznie okoto 12 metrdw i przekroj
1,6 do 1,8 mm. Czas potrzebny do przej$cia przez nie strumienia wynosi
okoto 5—8 minut.

Kolorymetr wyposazony jest w dwa ukiady fotoelektryczne: zrédio
Swiatta (lampa wolframowa) i uktad pomiaru transmisji (rysunek 3),
tacznik pradu i wymienne filtry. Nowszy typ ma dodatkowe urzgdzenie
do regulacji punktu zerowego i maksymalnej transmisji przez zmiane
natezenia pradu.

Najwazniejszg czeScig kolorymetru jest kuweta. Kuweta makro (ry-
sunek 3) sktada sie z trzech potagczonych ze sobg rurek szklanych, z kto-
rych pierwsza stuzy do odpowietrzania strumienia, druga — do wtasci-
wego pomiaru kolorymetrycznego, trzecia — do ponownego segmento-
wania strumienia i odprowadzenia go na zewnatrz. Cze$¢, w ktérym
odbywa sie pomiar moze mie¢ przekréj od 1 do 10 mm. Kuweta mikro
sktada sie z jednego zespotu szklanego, a grubos$¢ warstwy koloryme-
trowanej wynosi 15 mm (rysunek 4).

Rejestrator. Strumien Swiatla przepuszczony przez warstwe badanej
w kolorymetrze cieczy pada na odbieralnik fotoelektryczny reagujacy
zmiang natezenia pradu na rdzne nasilenie zabarwienia. Prad ten, odpo-
wiednio wzmocniony przetwarzany jest na energie mechaniczng po-
trzebng do uruchomienia pisaka.

Czuto$¢ rejestratora reguluje sie tak, aby objeta ona skrajne war-
tosci pomiaru badanego sktadnika. Jezeli reakcja polega na tworzeniu
sie barwy, czyli zmniejszaniu transmisji (T), wowczas linia podstawowa
powinna znajdowac sie w zakresie 95—100% T (pomiar bezposredni).
Jezeli natomiast reakcja kolorymetryczna przebiega ze zwiekszeniem sie
transmisji, czyli zabarwienie zanika ze wzrostem stezenia skiadnika ba-
danego (na przykiad glukozy, COz dehydrogenazy mleczanowej), wow-
czas linia podstawowa powinna znajdowac sie w zakresie 0—5% T (po-
miar posredni, albo odwrdocony).

Rejestrator moze by¢ jedno- lub dwupisakowy. W dwupisakowym
rejestratorze sg dwa uktady sprzezone z dwoma réznymi kolorymetrami,
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Rys. 3. Schemat procesu kolorymetrowania

I/s" 1.p. x 1/4” 0D. STANDARD-DOzLEWVJ

~Q, -"powietrze DO ZLEWU

0.062" I.D. ACIDFLEX-Z tAZNI

Ii r 5/8" TULEDKI Z 0.081" ACIDFLEX

1/ 2" STANDARD TULE3KA
1/8" |1 D. x 3/16"™ 0.D. 0.081” ACIDFLEX - DO POMPY

1/2" ACIDFLEX TULEJKA
0 045" i.D.

1/2* ACIDFLEX TULEJKA- 0.081* I.D.

1/2% STANDARD TULEJKA PRZESTRZEN OPTYCZNA

1/a™ 1.D. x 3/16" 0.D.

4+ 0.084% x 0.060"
POLYETYLEN

1/2*“ ACIDFLEX TULEJKA
0.045* I.D.

Rys. 4. Zasada budowy mikrokuwety w kolorymetrze autoanalizatora
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co pozwala réwnoczes$nie rejestrowaé stezenie dwodch réznych skiadni-
kéw. Tego typu rejestratory stosuje sie szczegllnie do zapisywania wy-
nikbw o znacznie rozbhieznych wartosciach (na przyktad Na i K, Cli C02),
wzglednie wtedy, gdy jeden ze skladnikéw oznacza sie przez pomiar
bezposredni drugi za$ przez pomiar odwrécony (na przyktad glukoza
i mocznik, glukoza i kreatynina).

Poza omoéwionymi wyzej statymi elementami wyposazenia tak zwa-
nego standardowego autoanalizatora istniejg jeszcze aparaty dodatkowe
jak: fotometr ptomieniowy, ogniwo czute na temperature, mostek kon-
duktometryczny, urzadzenie do mokrego spalania, rejestrator do pomia-
ru aglutynacji elementow komérkowych itp. Zastosowanie ich zwiek-
sza mozliwo$¢ wykorzystania analizy automatycznej w biochemii kli-
nicznej.

I11. Obstuga autoanalizatora

Pompe rozdzielcza wigcza sie przez przycisniecie przewodow ukta-
dem metalowych walcdw. Aparat przeptukuje sie przez 15 minut woda
destylowang lub rozcieiczonym kwasem solnym albo octowym, badz
tez jezeli wykonuje sie zawsze tego samego rodzaju badania, od razu
odczynnikami kontrolujac szczelno$¢ potaczen. Nastepnie przewod prze-
znaczony do pobierania probek umieszcza sie w wodzie lub w innym
ptynie odniesienia, rdwnoczes$nie wigczajac dializator, termostat i kolo-
rymetr. Po dalszych 15 minutach wlacza sie rejestrator i ustala na nim
linie podstawowa.

Probki ustawia sie na tarczy obrotowej w nastepujacej kolejnosci:
najpierw conajmniej dwie préby standardowe o skrajnie duzych steze-
niach celem ustalenia zakresu transmisji (na przyktad 350 mg% glu-
kozy, 300 mg°/o mocznika, 200mEqg/l Na itp.), potem wilasciwe probki
standardowe o kolejno wzrastajacych stezeniach, a nastepnie préby ba-
dane przeplatane co 5 miejsc standardem o stezeniu odpowiadajagcym
wartosci prawidtowej (na przykiad 100 mg'% glukozy, 30 mg°/o mocz-
nika, 20 mg°/o K itp.). Gdy pierwsza préba podejdzie do kolorymetru,
ustala sie czuto$¢ pomiaru na rejestratorze i reguluje jego zakres (tak
zwana linia maksymalnego pomiaru) przez regulacje natezenia pradu
lub zmiane rozcienczenia odczynnikow albo materiatu pobranego do ba-
dania. Aby zwiekszy¢ zakres transmisji ptyn odniesienia przygotowuje
sie czesto z dodatkiem badanego sktadnika (na przykiad 50 mg®o glu-
kozy, 10 mg°/o mocznika, 50 mEq/l Na itp.).

Od chwili ukonczenia pobierania materiatu nalezy odczekaé az re-
jestrator zacznie znowu wykreslaé linie podstawowa, gdyz dopiero wtedy
analiza jest skonczona. Uzyskane krzywe ocenia sie porownujac z krzy-
wg standardowa.
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Badanie za pomoca autoanalizatora jest optacalne gdy ilos¢ analiz
jest wieksza niz 20, a przy gotowym zestawie odczynnikéw — gdy wy-
nosi ona conajmniej 10. W niektérych laboratoriach posiadajgcych wiele
autoanalizatoréw stosuje sie je réwniez przy mniejszej liczbie analiz,
aby otrzymacé rejestracje wynikéw dla celow dokumentacyjnych. Auto-
analizatory wymagajg statego nadzoru technicznego ze strony specjal-
nie wyszkolonego pracownika, to tez tym bardziej sie optacaja, im wie-
cej jest ich w laboratorium.

IV. Oméwienie niektérych metod

Wiele metod uzywanych w biochemii klinicznej przystosowano juz
do wykonania za pomocg autoanalizatorow.

Automatyczne oznaczanie glukozy we krwi, lub w ptynie mézgowo-
rdzeniowym (10, 14) oparte jest na opisanej w roku 1937 metodzie re-
dukcyjnej (13), ktéra — ze wzgledu na niebezpieczenstwo kontaktu
z KCN — nie byta w uzyciu. Probke rociencza sie roztworem fizjolo-
gicznym soli. Strumien odbierajacy podczas dializy zawiera zelazicyja-
nek potasu i KCN (rysunek 5). Zmiane zabarwienia zelazicyjanku pod
wptywem redukujgcego dziatania glukozy mierzy sie przy 420 nm (mi-
krokuwety 15 mm).

Automatyczne oznaczanie mocznika (31) w oparciu o metode Mar -
sha i wsp. (21). Mocznik dyfunduje do roztworu zawierajgcego dwuace-

DOLNE |[GORNE

POZIO@

Rys. 5. Schemat automatycznego oznaczania glukozy (60 oznaczen/godzine)
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tylomonooksym, atun zelazowo-amonowy oraz kwasy siarkowy i fosfo-
rowy. W temperaturze 95° dwuacetylomonooksym hydrolizuje do dwu-
acetylu, dajacego z mocznikiem reakcje barwna.

Automatyczne oznaczanie cholesterolu za pomocg autoanalizatora
(17, 18), oparte jest na metodzie (40), wedtug ktérej w obecnoSci stezo-
nego kwasu siarkowego i kwasu octowego tworzy sie kompleks barwny
z FeCl3 Do analizy stosuje sie przygotowany recznie wycigg izopropa-
nolowy surowicy (1:10).

Hemoglobine oznacza sie automatycznie (12) na znanej zasadzie utle-
niania jej zelazicyjankiem potasu a nastepnie przeprowadzeniu w cy-
janohemoglobine.

llosciowag metode automatycznego oznaczania albumin polegajacg na
reakcji barwnej z kwasem 2-(4-hydroksybenzeno)-benzoesowym (HABA)
opracowat Stevens (34) w oparciu o metode Nutsteir™a i wsp. (27)
oraz Wrema i Fleichmeira (37). Stosujgc odczynnik biuretowy
w oparciu o metode Wechselbauma (35 mozna wedlug tego sa-
mego programu oznaczy¢ biatko catkowite.

Do automatycznego oznaczania fosfatazy kwasnej przystosowano (28)
metode Powella i Smitha (23). Na podobnej zasadzie oparta jest
tez metoda automatycznego oznaczania fosfatazy zasadowej (20).

Automatyczne oznaczanie aminotransferazy asparaginianowej (20)
opiera sie na metodzie Babsona (1). Zasadg jej jest reakcja barwna
powstajgcego pod dziataniem enzymu kwasu aceto-octowego z solg so-
dowg chlorku 6-benzamido-4-metylooksym-toluidyno-dwuazowego (tak
zwany Azoene Fast Violet B). (rysunek 6).

Prébki surowicy inkubuje sie z substratem w termostacie o tempera-
turze 37°C, a nastepnie miesza z odczynnikiem dajgcym reakcje barwng
i ocenia sie natezenie zabarwienia w mikrokuwecie o grubosci 15 mm
przy 550 nm. Automatyczne oznaczanie aminotransferazy alaninowej
(30) oparte jest na kolorymetrycznym oznaczaniu kwasu pirogronowego
(25). Przy oznaczaniu fosfataz i transaminaz w autoanalizatorze dla kaz-
dej prébki wykonuje sie ,$lepg” probe (bez surowicy).

W metodzie automatycznego oznaczania wapnia (16), jest on diali-
zowany w odczynie kwasnym do roztworu kompleksonu kreazoftaleino-
wego, gdzie zostaje zwigzany, tworzgc nastepnie z dwuetyloaming w $ro-
dowisku zasadowym zwigzek barwny.

Do automatycznego oznaczania chlorkéw w surowicy przystosowano
(32) modyfikacje kolorymetryczng metody rodankowej (39).

Automatyczne oznaczanie fosforu nieorganicznego opracowat L un-
gren (19) w oparciu o metode Fiske i Subbarowa (9).

Metoda réwnoczesnego oznaczania sodu, potasu, chlorkéw i C02opra-
cowana przez zesp6t pracownikéw Technicon (6) jest przyktadem wy-
korzystania jednej prdébki do réwnoczesnego badania wielu skiadnikéw.
Odpowiednio rozcienczony materiat przechodzi przez dializator — gdzie
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Na+ i K+ dyfundujg do strumienia odbierajgcego, ktdry zawiera okreslo-
ny skiad elektrolitéw (podwyzszony prog dla Na+ i sole litu jako ele-
ment prowadzacy). StrumieA ten przechodzi nastepnie do fotometru
ptomieniowego, gdzie oznacza sie Na+ i K+ réwnoczesnie, dzieki zastoso-
waniu dwoéch fotokomorek wyposazonych w odpowiednie filtry, a wy-
nik zostaje zapisany przez rejestrator zaopatrzony w dwa pisaki. Stru-
mien (gorny) zawierajagcy probke badanego materiatu po wyjsciu z dia-
lizatora zawraca na pompe rozdzielczg i miesza sie z kwasem siarko-

Tablica 2

Mozliwos$ci zastosowania autoanalizatoréw

W yposazenie aparaturowe

Wyposazenie standardowe: odbieracz proébek
pompa rozdzielcza, dializator, termostat, kolo-
rymetr, rejestrator jednopisakowy

Wyposazenie standardowe, dwa kolorymetry,
rejestrator z dwoma pisakami

Wyposazenie standardowe i fotometr ptomie-
niowy

Wyposazenie standardowe oraz fotometr ptomie-
niowy, dwa kolorymetry, dwa rejestratory
dwupisakowe

Wyposazenie standardowe oraz dodatkowo:
pompa rozdzielcza, zestaw przewoddw, diali-
zator, termostaty,kolorymetr specjalny,rejestra-
tory dwupisakowe

Wyposazenie standardowe oraz fluorymetr

Wyposazenie standardowe oraz urzadzenie do
mokrego spalania

Wyposazenie standardowe i zestaw do chro-
matografii

Wyposazenie standardowe z dodatkowym urzg-
dzeniem liczacym komoérki i rejestratorem dwu-
pisakowym

Aparat do elektroforezy oraz wyposazenie
standardowe autoanalizatora z dwoma progra-
mami, z dwiema pompami rozdzielczymi, ka-
merag z odpowiednim uktadem optycznym
z rejestratorem i integratorem

Odbieralnik, dwie pompy rozdzielcze ukfad
kolumn mieszalniczych, dekantyzatory, urza-
dzenie do rejestrowania na bibule

Rodzaje badan

Albuminy, biatko, RN, amylaza, bibliru-
bina, cholesterol, esteraza cholinowa, CO
glukoza,hemoglobina,kwas moczowy, mocz-
nik, inulina, kreatynina, fosfor nieorganicz-
ny, fosfatazy, transaminazy, Fe3+ Cu2+, od-
czyn wigzania dopetniacza, odczyn hema-
glutynacyjny

Roéwnoczesne oznaczenie: kreatyniny, kwa-
su moczowego, wzglednie kreatyniny i
mocznika, Ca2+ i PO3- catkowitego biatka
i albumin, kwasu moczowego i PO3-, ami-
notransferaz asparaginianowej i alaninowej
oraz dehydrogenazy mleczanowej

Roéwnoczesne oznaczenia Na+ i K+

Réwnoczesne oznaczenie:
i Cl~ Na+, K+, Cl-

Na+, K+, CO
i kreatyniny

Roéwnoczesne oznaczenie: Na+, K+, CO ~,
ogoélnej ilosci biatka, albuminy, glukozy,
mocznika itp.

Ca2+, Mg2+, cholesterol, katecholaminy,
kwas salicylowy, fenyloalanina i enzymy
wspotdziatajace ze zred NAD

Azot catkowity (Kjeldahl), jod zwigzany
z biatkiem

Kwasy aminowe, peptydy, cukry
Réwnoczesne oznaczanie: hemoglobiny,

erytrocytéw i leukocytow

Elektroforeza biatek, frakcjonowanie biatek
i nukleotydéw

Oznaczenie grup i podgrup krwi
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wym. Wyzwalajgcy sie C02 adsorbuje sie w roztworze NaOH zabarwio-
nym fenoloftaleing. Stopien jej odbarwienia oceniany za pomocg kolo-
rymetru | i zapisany na rejestratorze Il jest miarg tej adsorpcji, czyli
iloSci wydzielonego COz Nastepnie strumieh poddany zostaje ponownej
dializie przy uzyciu btony pdiprzepuszczalnej o innym wymiarze poréw.
Wéwczas dyfundujg chlorki do cieczy odbierajagcej, ktéra zawiera od-,
czynnik dajacy z nimi reakcje barwng. Ocenia sie jg przy uzyciu kolory-
metru Il i zapisuje na rejestratorze Il — z dwoma pisakami, dla C02
i Cl. Ostatnio opracowano modyfikacje tej metody umozliwiajacag ozna-
czanie rowniez wapnia (3).

Opisano takze interesujgce metody automatycznego oznaczania ze-
laza (38), kreatyniny w moczu (2), stopnia aglutynacji krwinek czerwo-
nych, oznaczania grup krwi (26), czasu krzepniecia i innych testow se-
rologicznych, a wprowadzenie przystawki fluorymetrycznej pozwolito
dostosowa¢ do analizy automatycznej oznaczanie wapnia, magnezu, fe-
nyloalaniny, katecholamin transaminaz, dehydrogenazy mleczanowej
i wielu innych enzymow (41). Obecnie juz prawie wszystkie metody
stosowane rutynowo w laboratorium klinicznym zostaty zaadoptowane
do autoanalizatorow. .

Firma Technicon organizuje sympozja poswiecone najnowszym o0sigg-
nieciom lub $cisle okreSlonym zagadnieniom z dziedziny analizy automa-
tycznej. W 1966 roku omoéwiono w Londynie automatyczne metody ba-
dania aminokwasow, a sympozja w Nowym Jorku i w Paryzu byty prze-
gladem najnowszych osiggnie¢ w dziedzinie analizy automatycznej —
nie tylko w biochemii klinicznej — ale réwniez w chemii farmaceutycz-
nej, przemystowej, rolnej i w biochemii mikroorganizmoéw. O aktualnych
mozliwos$ciach wykorzystania autoanalizatoréw w praktyce laboratoryj-
nej najlepiej zorientuje tablica 2.

V. Perspektywy

Postep w dziedzinie aparatury laboratoryjnej gwaltownie zmierza
w kierunku automatyzacji badan, trudno jednak przewidzie¢ czy zdota
on zahamowaé narastajgce dysproporcje miedzy potrzebami a mozliwos-
ciami prowadzenia badan w laboratoriach klinicznych.

Ulepszenia autoanalizatorow polegaja na zwiekszeniu iloSci oznaczen
z jednej prdébki oraz jeszcze petniejszym zautomatyzowaniu czynnosci.

W roku 1964 Skeggs i Hochstrasser tak dobrali zestaw aparatéw do
autoanalizatora, ze mozna nim byto wykonaé¢ 8 réznych oznaczen z jednej
prébki, a Whitehead (41) udoskonalit ten system przystosowujac
go do 12 oznaczen (SMA-12 = Segmential Multiple Autoanalyser)
(rysunek 7). Kolorymetr tego urzadzenia pozwala oceniaé réwnoczesnie

10 Postepy Biochemii
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12 prébek w rdéznych zakresach widma, a wyniki zostajg zapisane na
papierze o takiej kalibracji, ze mozna je bezposrednio odczytac.
Wydajno$s¢ SMA-12 wynosi 1200 oznaczen na 8 godzin.

Sg tez mozliwosci zastgpienia zapisu graficznego zapisem cyfrowym.
Wyniki otrzymane metoda automatyczng przenosi sie na tasme lub karte
dziurkowang, ktoéra wraz z inng dokumentacjg chorego zostaje przeka-

kore [N ---0—1
POW! ETRZE------0 -1 Bil
an 600 nm
HA&A
POWIETRZE I
STRUMIEN 2 JUM_ nm
STRoME 2 BRWD B @
-MSL 550 nm
OCBIERALNIK 5U63TRAT KOL?;\"_'::A AMINO-
. POWIETRZE . TRANSFE
STRUMIEN 4 IVBUL ASPARAG
550 nm
SULSTRM AMINOAKITYPIRYN*
POWIETRZE Alk FOSF.
STRUMIEN 5 JUM L 505 nm
K3 Fe(CN)6-
KREOZOPT*LEINI*N .
POWIETRZE 580 nm
BIURET
POWIETRZE
STRUMIEN 7 JML
BARANN-
POWIETRZE -
STRUMIEN 7*
NEOCUPROIN*-
POWIETRZE -
ALK . CU
STRUMIEN 7B
BARWN. GL B
POWIETRZE .
STRUMIEN 7C -gfiflg. 480nni

Rys. 7. Schemat automatycznego oznaczania réwnoczes$nie 12 réznych sktadnikéw (41)

zana elektronowej maszynie matematycznej do ,zapamietania”. Wpro-
wadzenie maszyn matematycznych otwiera nowe perspektywy rozwo-
jowe — nie tylko dla laboratorium, ale i dla szpitali.

Ostatni VI Kongres Chemii Klinicznej w Monachium, a jeszcze bar-
dziej Miedzynarodowa Wystawa Laboratoryjnej Techniki Pomiarowej
w Chemii (ILMAC) w Bazylei, ktére odbyty sie w 1966 r. bytly okazja do



[15] AUTOANALIZATORY W KLINICE 147

pokazania najnowszych osiggnie¢ w dziedzinie automatycznej aparatury
laboratoryjnej. Aparaty oferowane przez amerykanska firme Joyce-Loebl
oparte byty na nieco innej zasadzie niz autoanalizatory Technicon.
Przedstawiono miedzy innymi aparat o nazwie Chromoscan-Dubosnam,
ktéry stuzy do automatycznego pomiaru szybkosci reakcji przebiegajacej
w 15 réznych prébkach umieszczonych na obrotowym bebnie. Napetnia-
nie, przeptukiwanie i oprdznianie kuwet jest catkowicie automatyczne,
a wyniki zapisuje sie graficznie. Aparat ten przystosowany jest rowniez
do badan w ultrafiolecie. Inny aparat tej firmy pod nazwag Mecolab
zbudowany podobnie, ma dodatkowe urzgdzenia; najwazniejszym jest
elektronowa maszyna liczaca, umozliwiajgca zapis w postaci dziurkowanej
tasmy lub cyfrowy. Zapis graficzny stuzy w tym typie automatycznej
analizy jedynie dla celéw kontrolnych. Cyfrowy zapis jest dwubarwny.
Mozna dowolnie dobiera¢ kolor, na przyktad czarny dla préb badanych,
a czerwony dla standardow, lub czarny — dla wynikéw fizjologicznych,
a czerwony dla patologicznych. Wydajno$¢ Mecolabu wynosi 300 analiz
na godzing. Ta wydajno$¢ jednak w wielu wypadkach nie jest wystar-
czajaca. W zwigzku z coraz wiekszym rozwojem chromatografii istnieje
zapotrzebowanie w laboratorium biochemicznym na aparaty o wydajnosci
paru tysiecy prébek na godzine.

Mozna juz teraz wyobrazi¢ sobie, ze za pare lat laboratorium kliniczne
zmieni zupetnie swo6j wyglad oraz rodzaj zatrudnionych pracownikéw.
Bedzie coraz bardziej przypominato stacje dyspozytorskg. Aparatura
automatyczna, coraz bardziej wydajna, jest tez coraz bardziej skompli-
kowana i wymaga obstugi przez pracownikow z wyksztatceniem tech-
nicznym. Firma Boehringer zacheca do robienia co pewien czas zdje¢
laboratoriow dla przekonania sie, jak szybko i jak dalece zmieniajg one
swoOj wyglad. Nie nalezy jednak zapomina¢, ze ciggte unowoczesnianie
laboratoriow pocigga za sobg bardzo wielkie koszty.
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WLODZIMIERZ OSTROWSKI*

George Hevesy
Twdrca metod izotopowych w badaniach biochemicznych

Zastosowanie izotopow jako znacznikéw w badaniach proceséw che-
micznych, biochemicznych oraz w medycynie klinicznej jest Scisle zwig-
zane z zyciem i dziatalnoscig naukowa prof. George Hevesy’ego. Historia
kariery naukowej tego badacza petna byta ciggtych niepowodzen, ktére
jednak zawsze stawaty sie poczatkiem sukcesu naukowego. Po latach tych
zmagan, Hevesy otrzymuje nagrode Nobla za rok 1943 ,za prace nad
zastosowaniem izotopéw jako znacznikéw w badaniach proceséw che-
micznych”.

Urodzit sie w Budapeszcie 1 sierpnia 1885 r. jako syn urzednika
dworu cesarskiego. Studiuje najpierw na Uniwersytecie w Budapeszcie,
nastepnie na Politechnice w Berlinie i konczy studia we Fryburgu
w 1908 r., gdzie otrzymuje stopien doktora nauk przyrodniczych. Przez
dwa lata jest asystentem na Politechnice w Zurychu u Ryszarda Lorenza,
a potem odbywa krotki staz u Fritza Habera w Karlsruhe. W 1911 r.
udaje sie do laboratorium Ernesta Rutherforda na Uniwersytecie w Man-
chester, gdzie jako temat pracy otrzymuje zadanie rozdziatu radu
D (2Pb) od duzych ilosci trwatego izotopu otowiu. Po wielu miesigcach
bezowocnych préb Hevesy stwierdzit, ze rozwigzanie tego zagadnienia
jest niemozliwe, gdyz rad D ma takie same witasnosci chemiczne jak
zwykty otow — sam bowiem rad D, o masie 210, jest tylko izotopem
otowiu. Podczas tych doSwiadczen zrodzita sie u Hevesy’ego koncepcja
Sledzenia proces6w chemicznych przy uzyciu zwigzkéw znakowanych
izotopami radioaktywnymi, lub réznigcymi sie masg izotopéw statych.
W ten sposob Hevesy opracowuje nowg metode badania proceséw che-
micznych i biologicznych — metode rozciefczenia izotopowego — pozZniej
znacznie rozwinietg przez samego autora (1) i powszechnie dzi$ stosowang
przy badaniu proceséw metabolicznych. W 1913 r. Hevesy otrzymuje
stanowisko wyktadowcy na Uniwersytecie w Budapeszcie, kontynuujac
réwnocze$nie swoje badania w zakresie chemii nieorganicznej i fizycznej
w Instytucie Radowym w Wiedniu. Tu wraz z F. Panethem przeprowadza

* Doc. dr, Kierownik Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
w Krakowie.
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klasyczne badania nad rozpuszczalno$cig soli oraz szybkoscig wymiany
atoméw pomiedzy ciatami statymi i roztworami. Badania te uczeni prze-
prowadzali juz przy uzyciu naturalnych radioaktywnych izotopéw Pb i Bi
jako znacznikéw.

Podczas | Wojny Swiatowej Hevesy odbywat stuzbe wojskowa w armii
austrowegierskiej biorgc udziat w licznych kampaniach wojennych. Po
zakonczeniu wojny zostaje mianowany profesorem na Uniwersytecie
Budapesztenskim, ale po dwu latach pracy na tym stanowisku opuszcza
Wegry i udaje sie do Laboratorium Nielsa Bohra w Kopenhadze. Przy
wspotpracy z Bronstedem osiagga preparatywny rozdzial izotopow rteci
oraz chloru. Bada wymiane atoméw pomiedzy dwoma réznymi zwiazkami
otowiu — otdw z chlorku otowiu wymienia sie z Pb w azotanie otowiu,
czyli miedzy solami czterowartoSciowego otowiu; natomiast zupetnie nie
ulega wymianie z takiego potgczenia jak czterfoenylan otowiu (2). Podobnie
nie ulega wymianie atom fosforu pomiedzy kwasem fosforowym a jego
organicznymi estrami (3, 4). W 1922 r. Coster i Hevesy wykryli nieznany
dotychczas pierwiastek nalezacy do szeregu cyrkonu i toru o liczbie po-
rzadkowej 72 i nazwali go hafnem. Hafn wystepuje w mineratach cyrko-
nowych w niezmiernie drobnych iloSciach i zostalt najpierw odkryty,
zgodnie z teorig Moseleya, na podstawie widma rentgenowskiego. Oddzie-
lenie hafnu od cyrkonu z uwagi na duze podobienstwo ich wtasnos$ci byto
jednym z najtrudniejszych zagadnienn chemii nieorganicznej. Dokonano
tego przez wielokrotng krystalizacje czastkowg podwdjnych fluorkéw:
(NHA2ZrF6i (NHAHHTF6, jako ze ten ostatni nieco tatwiej rozpuszcza sie
w wodzie.

Nastepny rok, 1923, byt rowniez szcze$liwy dla Hevesy’ego. Przepro-
wadza stynny eksperyment nad absorpcjg i rozmieszczeniem toru B
(radioaktywny izotop otowiu) w organizmie roslinnym (5), ktory stat sie
klasycznym przyktadem zastosowania izotopoéw w badaniach biologicz-
nych. Korzenie fasoli zanurzyt w roztworze o okre$lonym stezeniu toru B
w postaci azotanu otowiu. Od rosliny oddzielit nastepnie korzenie, todyge
i liscie i za pomocg elektroskopu mierzyt w nich natezenie radioaktyw-
nosci. Zmieniato sie ono w zaleznos$ci od stezenia radioaktywnego azotanu
otowiu w Srodowisku zewnetrznym. Nastepnie przeniést znakowang
rosline do roztworu nie aktywnego azotanu otowiu, zawierajgcego znacz-
nie wiecej Pb niz Srodowisko z torem B i po pewnym czasie stwierdzit,
ze praktycznie cata radioaktywno$¢ rosliny przeszia do roztworu zew-
netrznego. Zaszta zatem wymiana Pb radioaktywnego z nieradioaktyw-
nym, podobnie jak i innych soli zawartych w roslinie. Ta cze$¢ doswiad-
czenia Hevesy’ego byta p6zniej punktem wyjscia dla badan. R. Schoen-
heimera i D. Rittenberga nad dynamicznym stanem sktadnikéw ustroju,
koncepcja, ktdra miata ogromne znaczenie w biochemii dla zrozumienia
statoSci wewnetrznej organizacji ustroju i utrzymujacych ja mechaniz-
mow.
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Inny eksperyment przeprowadzony przez Hevesy’ego, a nie opisany
w literaturze naukowej, Swiadczy o bardziej praktycznym umys$le ba-
dacza. Przez pewien czas jadat w stotdbwce, w ktorej jako$¢ podawanych
potraw budzita w nim podejrzenie. Pewnego dnia przyszedt na obiad
z drobng iloscig radioaktywnej substancji i posypat nig kawatek miesa,
ktéry pozostawit na talerzu. Nastepnego dnia usiadt przy tym samym
stole, ale uzbrojony w licznik Geigera. Kiedy podano mu jakie$ danie
miesne, bez trudnos$ci stwierdzit, ze otrzymal potrawe z tego samego
kawatka miesa, ktére poprzedniego dnia pozostawit na talerzu. Oczy-
wiscie Hevesy zmienit miejsce stotowania sie.

W nastepnych latach Hevesy publikuje szereg dalszych badan nad
metabolizmem, absorpcjg, rozmieszczeniem, wydalaniem otowiu, bizmutu
i toru w tkankach zwierzecych (6, 7, 8). Badania te byly rzecz prosta
ograniczone tylko do naturalnych izotopdw radioaktywnych ciezszych
pierwiastkéw, ktorych nie bylo wédwczas zbyt wiele i w badaniach biolo-
gicznych nie przedstawiaty szczegblniejszego znaczenia.

W 1926 r. Hevesy zostat mianowany profesorem chemii fizycznej na
Uniwersytecie we Fryburgu i pozostawat na tym stanowisku do 1934 r.
Potem powrdécit do Instytutu Bohra i z 3-letnig przerwg w okresie
Il Wojny Swiatowej przebywat tam do 1952 r.

W 1913 r. Hevesy bhedac przejazdem w Manchester i pijac herbate
w towarzystwie Moseleya rzucit uwage, ze bytoby bardzo interesujgcym
zbadaé¢ losy czasteczek wody po dostaniu sie ich do organizmu z prze-
wodu pokarmowego. Moseley dos$¢ sceptycznie sie zapatrywat na mozli-
wos¢ przeprowadzenia takiego doswiadczenia, jako ze wéwczas nie znano
izotopéw wodoru ani tlenu, ktérymi by mozna znaczy¢ czgsteczki wody.
Ale uptyneto zaledwie 20 lat i Hevesy publikuje w 1934 r. wazne prace
nad zastosowaniem ciezkiego wodoru w badaniach metabolicznych (9, 10,
31), dotyczace zwiaszcza stosowania metody rozciefczenia izotopowego
dla okres$lania przestrzeni ciata (body compartments) oraz szybkosci usta-
lania sie rownowagi pomiedzy wodag podang a wodg przestrzeni poza-
komérkowej (11). Badania Hevesy’ego, Hahna i Jacobsena (12, 13) wy-
kazaty, ze rbwnowaga ta ustala sie juz w ciggu kilku minut, podczas gdy
wymieszanie sie z calg wodag ustroju zachodzi w ciggu okoto godziny.
Wyjasnienie tego zagadnienia stato sie mozliwe dzieki badaniom
H. C. Urey’aw 1931 r., ktory odkryt deuter, a nastepnie ciezki azot — 15N.

Otrzymanie sztucznych izotopéw radioaktywnych przez matzenstwo
Joliot-Curie w 1934 r. dzieki zastosowaniu neutronéw ze zrodta radowo-
berylowego, rozpoczeto wtasciwg ere badan biologicznych przy uzyciu
atoméw znaczonych, a liderem grupy badaczy stosujgcych te metode byt
Hevesy. Po otrzymaniu pierwszych, S$ladowych ilosci 3P, publikuje
w 1935 r. wraz z Chievitzem wyniki badah nad przemiang tego pier-
wiastka w organizmie zwierzecym (14, 32). Nastepnie wspdtpracujac
z polskimi biochemikami Parnasem i Baranowskim przeprowadza kia-
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syczne badania przemian cukrowych i tak zwanego koncowego cyklu
spalan w komdrce przy uzyciu radioaktywnego fosforu (15, 16). Za po-
mocg tego samego izotopu i znakowanego octanu bada przemiane tlusz-
cz6w, wykazujac, ze sktadniki fosfatydow — zasady organiczne, kwasy
tluszczowe i kwas fosforowy — majg rézny czas odnowy, cho¢ cata
czasteczka fosfottuszczowa charakteryzuje sie rowniez okreslonym czasem
biologicznego trwania w organizmie. Wprowadza pojecie biologicznego
okresu zycia pierwiastkéw i zwigzkéw chemicznych oraz pojecie czasu
odnowy, ktdre to zagadnienia majg pierwszorzedne znaczenie w bada-
niach metabolicznych wspotczesnej biochemii (17, 18, 19).

W tym czasie i w nastepnych latach Hevesy przeprowadza wiele
istotnych doswiadczehn ze znakowanymi substancjami w zakresie dyna-
micznych proceséw zywego ustroju. Wprowadza radioaktywny fosfor do
okreslenia czasu odnowy kwaséw nukleinowych (20, 21). Wykazuje
miedzy innymi, ze RNA watroby jest metabolicznie okoto 33 razy bar-
dziej aktywny niz DNA w tym samym narzadzie (22). Stwierdza réwniez,
ze RNA jadra komérkowego o wiele szybciej wbudowuje 3P niz RNA
innych frakcji komorki. Wbudowywanie fosforanu oraz adeniny do RNA
watroby rosngcych zwierzat jest znacznie zywsze niz zwierzat dojrzatych
(23).

Wraz z Hansem Eulerem, z ktdrym bardzo S$cisSle wspdtpracuje przez
ostatnie 10 lat swego zycia, bada synteze kwasdéw nukleinowych w tkan-
kach nowotworowych (24, 25), wptyw promieniowania X na organizmy
zywe (26), wptyw formy podanego izotopu na jego aktywnos$é biologiczng
(21) i rozwigzuje wiele innych zagadnien biochemicznych. Konstrukcja
cyklotronu w 1932 r. przez E. O. Lawrance’a, a w 10 lat po6zniej uru-
chomienie pierwszego reaktora atomowego przez E. Fermiego i jego
wspoOtpracownikéw spowodowato znaczne zwiekszenie asortymentu izo-
topow, ktére mogty by¢ wykorzystane w badaniach biologicznych. Hevesy
szeroko opracowuje zdolno$¢ wymiany i odkiadania Ca w kosciach
zwierzat laboratoryjnych stwierdzajac, ze aktywnos$¢ wiasciwa wydala-
nego wapnia stopniowo wzrasta po podaniu nieaktywnego izotopu, ale
radioaktywny wapn w kosci zasadniczo nie moze by¢ catkowicie wymie-
niony (27). Rowniez s6d kosci, stanowigcy okoto 20—25°/» tego pierwiastka
catoSci ustroju, prawie nie ulega wymianie (28). Nastepnie Hevesy zaj-
muje sie miedzy innymi takimi zagadnieniami, jak okre$lanie czasu zycia
erytrocytdw na podstawie niskiej aktywnos$ci metabolicznej DNA (29),
otrzymuje biosyntetycznie hemoglobine znakowang 59Fe (21), bada prze-
miane zelaza w organizmie dojrzatym i u ptodu (30).

Do kornica swego zycia — zmart 5 lipca 1966 r. we Freiburgu, w wieku
lat 81 — Hevesy podejmowat i przeprowadzat wiele ciekawych i waznych
doSwiadczen z izotopami, za co otrzymat liczne odznaczenia i nagrody.
Poza nagroda Nobla posiadat Medal Krélewskiego Towarzystwa Chemicz-
nego (jedyny nie Brytyjczyk obdarzony tg dystynkcjg). W 1959 r. otrzy-
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rnat nagrode w Stanach Zjednoczonych za zastosowanie energii atomowej
do celdw pokojowych. Byt cztonkiem wielu towarzystw naukowych
a honorowali go wszyscy, ktorzy mieli mozliwo$é zetkngé sie z nim oso-
biscie.
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Komunikaty

VI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbedzie sie w Ol-
sztynie w dniach od 25 do 27 lipca 1968 roku. W ramach Zjazdu odbe-
dzie sie sympozjum na temat ,Biosynteza biatka — struktura i junkcja
makromolekut i elementow subkomérkowych” oraz obrady w sekcjach
na tematy dowolne.

Blizsze informacje zostang podane w osobnym komunikacie Komite-
tu Organizacyjnego Zjazdu.

V Zjazd FEBS odbedzie sie w Pradze w dniach od 15 do 20 lipca
1968 roku.
Program Zjazdu obejmuje:
1. Sympozjum: Regulacje biochemiczne
a. hormony peptydowe
b. kontrola przez sprzezenie zwrotne
c. antymetabolity
Sympozjum: Immunochemia — struktura i funkcja y-globulin
Kolokwium: lzoenzymy
Kolokwium: Metabolizm lekow
Kolokwium: Transport przez btony lub mitochondria
Wolne doniesienia
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London. 1967. Stron 185.

Ksigzka ta jest do$¢ osobliwym podrecznikiem z zakresu biochemii klinicznej,
bowiem przedstawia metody analityczne zaréwno w formie opisowej, jak i ilustra-
cyjnej. Moznaby oczywiscie dyskutowaé, czy tego rodzaju forma ksigzki upowaznia
autorow do nazwania jej atlasem. Pomyst jest jednak oryginalny i na pewno
przyczyni si¢ do wiekszego uprzystepnienia metod zalecanych przez autoréw. Sg one
proste, tatwe do wykonania i zdaty egzamin w wieloletniej praktyce.

Ksigzka dzieli sie na cze$¢ og6lng omawiajgcg podstawowe zagadnienia z zakresu
chemii analitycznej oraz na cze$¢ metodyczna obejmujacg opis metod stosowanych
do badania roéznych sktadnikéw chemicznych przewaznie we Kkrwi i w moczu.
Spos6b przedstawienia ich jest przejrzysty, zwiezty i uporzadkowany, prawie sche-
matyczny — typowy zresztg dla anglosaskich podrecznikéw laboratoryjnych. Kazdy
opis zawiera: omdwienie reakcji chemicznej, najczesciej réwniez w formie wzoréw,
dane odnosnie prébki materiatu, sposobu przygotowania odczynnikéw i postepowa-
nia analitycznego, wartosci prawidtowe oraz interpretacje kliniczna, a ponadto pis-
miennictwo.

Czgé¢ ilustracyjna stanowig proste i instruktywne rysunki odpowiadajace po-
szczegblnym etapom postepowania analitycznego i wskazujgce najwtasciwszy sposéb
jego wykonania. Dzieki temu ksigzka staje sie¢ cennym podrecznikiem do nauki
wykonywania analiz metody zostaty bowiem nie tylko opisane, ale réwniez pokazane.

Dobér analiz obejmuje najwazniejsze badania ze stosowanych obecnie w labo-
ratoriach szpitalnych i Kklinicznych. Mozna mie¢ jedynie zastrzezenia odno$nie
wyboru niektdrych metod przez autoréw. Na przykiad oznaczanie bilirubiny metoda
Jendrasika—Cleghorna—Grofa wydaje sie dogodniejsze niz podana przez autoréw
metoda Malloya i Evellyna. Metoda oksydymetryezna Clarka i Collipa do ozna-
czania wapnia zostata juz od dawna prawie wszedzie zastgpiona jedng z metod
kompleksometrycznych lub kolorymetryczng z uzyciem kwasu p-chloroanilino-
wego. Manometryczne oznaczanie COz mozna zastgpi¢ oznaczaniem kolorymetrycz-
nym zasobu zasad. Na miejsce do$¢ kilopotliwego do wykonania (w naszych warun-
kach) testu kefalinowo-cholesterolowego lepiej moze bytoby poda¢ jeden .z bardziej
dostepnych odczynéw zmetnieniowych, na przyktad odczyn Takata—Ary. Do ozna-
czania cholesterolu catkowitego wygodniejsza od polecanej przez autoréw metody
Lefflera jest metoda Pearsona, w ktdrej nie trzeba ekstrahowa¢ surowicy izopropa-
nolem. Do oznaczania glukozy bytoby lepiej stosowaé prosta metode z uzyciem
o-toluidyny, zamiast redukcyjnej metody Nelsona—Somogyi. Podobnie zelazo nale-
zatoby oznacza¢ nowoczesng metodg opartg na reakcji barwnej z bathofenantrolina.
Dobrze bytoby tez podaé¢ dla niektérych enzymoéw aktywno$é¢ w milijednostkach
miedzynarodowych.

Poza drobnymi btedami drukarskimi (str. 30: dla roztworu standardowego bromu
podano 100 g — zamiast 100 mg; str. 125: wytrzasanie 10 ml eteru z 1 ml 10% KI —
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zamiast KJ) ksigzka zredagowana jest bardzo starannie. Posiada format A3, a wiec
typowy dla atlasow. Rysunki zyskatyby moze na estetyce, gdyby byly nieco mniejsze.
Ksiazka stanowi oryginalng i cenna pozycje dydaktyczng w zakresie biochemii
klinicznej.

Jan Hankiewicz

K. Lissak, E. Endréczi, The Neuroendocrine Control of Adaptation,
Pergamon Press, 1965; stron 175.

Recenzowana monografia wraz z wykazem literatury i indeksem autoréw obej-
muje 175 stron oraz liczne oryginalne tablice i schematy. Monografia stanowigca
25 pozycje sekcji: Nowoczesne Kierunki w naukach fizjologicznych miedzynarodowej
serii monografii w dziedzinie biologii czystej i stosowanej, zawiera dziewie¢ roz-
dziatéw. Przedstawiono w nich obok krétkich danych anatomicznych o uktadzie
przysadkowo-nadnerczowym, sekrecje hormonu, adrenokortykotropowego (ACTH)
oraz hormonéw kory nadnerczy przez organizm w stanie ,,spokoju” oraz ,stres’u”,
zdolnos$ci adaptacji ustroju do zmienionych warunkéw i role jakag w tym procesie
odgrywa uktad nadnerczowo-przysadkowy i inne gruczoty o wewnetrznym wydzie-
laniu (szczeg6lnie tarczyca), regulacje hormonalng uwalniania ACTH przez przy-
sadke, role systemu nerwowego w sekrecji ACTH przez przysadke, zaleznosci miedzy
uktadem przysadkowo-nadnerczowym a strefg funkcji piciowych oraz niektére za-
gadnienia patologii wywotanej zaburzeniami réwnowagi miedzy czynnos$cig nerwowg
a funkcjg uktadu przysadkowo-nadnerczowego.

Opracowanie poszczegdlnych rozdziatbw tak pod wzgledem nagromadzenia
w nich “wiadomosci jak i treSciowego ujecia jest potraktowane przez autoréw
z nierownomierng uwaga. Na przykitad rozdziat o wydzielaniu hormonéw kory nad-
nerczy, ich przemianie i regulacji jest objetosciowo bardzo szczuply i podaje
znacznie mniej wiadomosci niz konwencjonalne podreczniki. Natomiast znacznie
obszerniejszy jest rozdziat o regulacji wydzielania ACTH przez przysadke. Naj-
obszerniej za$ i z uwzglednieniem najnowszych pogladéw opracowany jest rozdziat
o wplywie podwzgorza i systemu nerwowego na funkcje uktadu przysadkowo-nad-
nerczowego. Szczegdlnie cenne sg dane o odruchach warunkowych i funkcji ukfadu
przysadkowo-nadnerczowego w mechanizmie homeostazy. Autorzy probowali stwo-
rzy¢ pomost miedzy starg naukg Pawlowa a nowoczesnymi osiggnieciami w zakresie
funkcji systemu nerwowego badanych za pomoca metod elektrofizjologicznych oraz
sekrecji przysadki nadnerczy.

Wzajemng zalezno$¢ miedzy uktadami nerwowym i przysadkowo-nadnerczowym
przedstawia rowniez ostatni rozdzial, w ktérym oméwiono niektére zagadnienia
patologii zwigzane z dyskorelacja tych ukiadéw. Zawiera on kliniczne obserwacje
réznych standéw psychopatycznych, zwigzanych z zaburzeniami sekrecji nadnerczy
lub przysadki, miedzy innymi schizofrenii i niektérych stanéw padaczkowych.
W rozdziale tym omowiono takze wyniki badan nad zmianami w encefalogramie
(EEG) wystepujacymi po usunieciu zwierzetom nadnerczy i zanikajgcymi pod wpty-
wem terapii hormonalnej oraz nad sekrecjg przysadki i nadnerczy pod wptywem
pobudzenia i hamowania uktadu nerwowego.

Autorzy przedstawili rowniez doswiadczenia witasne oraz innych badaczy nad
wptywem hormonéw nadnerczowych i innych hormonéw sterydowych na odruchy
warunkowe oraz na ogdlny ,,behavior” zwierzat. Sadzg oni, ze takie badania pozwolg
poznaé¢ i zrozumie¢ funkcje systemu nerwowego w mechanizmach homeostazy na
tle srodowiska zewnetrznego. Autorzy starajg sie by¢ bardzo zwiezli, dgza do uogol-
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nien przedstawianych pogladéw i raczej unikaja dyskusji nad nimi; jak réwniez
stawiania przed czytelnikiem problemoéw otwartych. Taki sposéb ujecia monografii
zakre$la réwnoczes$nie jej przeznaczenie i wybiera dla niej czytelnika. Dlatego tez
z duzym zainteresowaniem przeczyta omawianag ksigzke lekarz klinicysta oraz
eksperymentator z zakresu pokrewnych dziedzin (fizjologii przemiany materii,
termoregulacji, fizjologii ,,behavioru” oraz fizjologii reprodukcji).

E. Domanski
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SPRAWOZDANIA

Biochemia w Parazytologii
Na marginesie I1X Zjazdu Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego
(Katowice 18-21.V.1967)

Poraz pierwszy w dziejach parazytologii polskiej wiodacym tematem Zjazdu
PTP byly dwa nowe, $ci$le ze sobg zwigzane kierunki: biochemii i immunologii paso-
zytéw. Swiadczy to o nowych tendencjach w tej dyscyplinie, ktéra do niedawna
jeszcze postugiwata sie przede wszystkim metodami opisowymi. W pierwszym dniu
obrad dr W. Kucharczyk, Doc. dr M. Skotrczynski i Prof. dr J. Szaflarski (Katowice)
wygtosili referat zespotowy na temat: ,,Niektdre wspo6tczesne problemy biochemiczne
w parazytologii”, przedstawiajac aktualny kierunek rozwojowy, a mianowicie sto-
stowanie metod biochemicznych do rozwigzywania niektérych waznych zagadnien
w tej dyscyplinie. Kierunek ten obejmuje badania nad enzymami wewnatrzko-
moérkowymi samych pasozytéw oraz nad biochemiczng odpowiedzig ustroju na za-
razenie. Te ostatnie badania idg po dwu torach: pierwszy dotyczy wpiywu inwazji
pasozyta na szlaki metaboliczne zywiciela. Kierunek ten, czysto teoretyczny,
w Polsce najintensywniej rozwijany w Os$rodku wroctawskim z inspiracji Prof,
dr Z. Kozara przy S$cistej wspétpracy z Zaktadem Prof, dr W. Mejbaum-Katzenel-
lenbogen, obejmuje badania metabolizmu kwaséw organicznych, przemiany ttuszczo-
wej, cyklu Krebsa i innych. Drugi tor badan, praktyczny, dotyczy aktywnosci
enzymow gospodarza w réznych okresach zarazenia. Ré6znice ilosciowe i jakoSciowe
moga wskaza¢ na charakter procesu a dynamika zmian — przyblizy¢ do oceny
wartosci stosowanego leczenia, co jest oczywistym novum w parazytologii. W re-
feracie zastanawiano sie réwniez nad elementami warunkujacymi dalszy rozwoj
tego kierunku parazytologii. Zaliczono do nich przede wszystkim sprawe napitywu
kwalifikowanej kadry biochemikdw. Referenci wskazali, ze w Polsce na 47 placowek
zajmujacych sie zagadnieniami parazytologicznymi tylko w 6 pracuja wykwalifi-
kowani biochemicy, to tez wiekszo$¢ prac o charakterze biochemicznym z koniecz-
nosci wykonywana jest w ramach wspoOtpracy miedzyzaktadowej. Referenci sg zda-
nia, ze nalezy podjg¢ zdecydowane kroki celem zabezpieczenia statego doplywu tej
kadry do parazytologii, w przeciwnym razie grozi zast6j tego kierunku badan. Za
drugi ba*rdzo wazny element autorzy uznajg dob6r odpowiednich zwierzat dos$wiad-
czalnych, zrwiaszcza potrzebe prowadzenia doswiadczen na zwierzetach wolnych od
okreslonej flory bakteryjnej (APF — Specific Pathogen Free) oraz zwierzetach
jatowych (GF — Germfree). Czynniki bakteryjne i pasozytnicze wystepujgce badz
to jako flora wspoétzyjgca z ustrojem zywiciela i warunkujgca jego prawidtowy
metabolizm badz tez jako flora patogenna zaburzajgca jego fizjologiczna réwnowage
wplywajg bowiem na zmiany biochemiczne w ustroju gospodarza. Warto zaznaczyc,
ze w tym roku mija 30 lat od chwili kiedy N. Balzam opublikowat swe historyczne
juz dzisiaj doswiadczenia nad metabolizmem witamin u kurczat hodowanych w wa-
runkach jatowych. Byto to pierwsze w Polsce doswiadczenie przeprowadzone na
odpowiednim materiale zwierzecym. O znaczeniu tej sprawy Swiadczy fakt, ze
w ramach IX Zjazdu PTP odbyta sie, pierwsza w Polsce, dyskusja ,,0kragtego stotu”
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poswiecona problemom gnotobiologii, na ktérg przybyli: V-ce Prezes PAN Prof.
Dr W. Stefanski, Sekretarz Naukowy Wydz. Il PAN Prof. dr A. Drozdowicz oraz
przedstawiciel Polski w ,,ICLA” dr A. Drzgszcz. Uczestnicy dyskusji obejrzeli kilka
ciekawych filméw z tego zakresu oraz oryginalng aparature do hodowli zwierzat
jatowych.

Ogo6tem na Zjazd wplynety 22 komunikaty zakwalifikowane do Sekcji Bioche-
micznej. Z posréd wazniejszych wymieni¢ nalezy grupe referatdéw dotyczacych bio-
chemii wtosnicy. Ozierieckowskaja (Moskwa) przedstawita wyniki zespotowych prac
nad biochemiczng predyspozycjg larw wtosni do pewnych grup miesniowych.
Zagadnieniu odpowiedzi tkankowej na zarazenie larwami tego samego pasozyta
poswiecony byt referat Prof. dr Zarzyckiego i wsp. (Wroctaw). Autorzy stwierdzili,
ze pod wplywem zarazenia wiosniami zaatakowane widékna miesniowe znacznie
silniej wbudowujg 3P, przy czym udziat jader komérkowych w tym procesie suge-
ruje pewng role kwaséw nukleinowych. Interesujgce byto réwniez zaobserwowane
wbudowywanie 3P do widékien nerwowych w rejonie miesni zaatakowanych przez
witosnie. Rozmieszczenie polipeptydéw i glikoproteidow w widknach migsniowych
w doswiadczalnej wiosnicy omowili Prof. dr W. Mejbaum-Katzenellenbogen i inni
(Wroctaw). Stwierdzili oni, ze w zarazonej tkance mie$niowej pojawia sie duza
grupa substancji biatkowych tworzacych wyrazng, elektroforetycznie odrebng frak-
cje (F-4). Odczyny histo- i cytoenzymatyczne w doswiadczalnej witosnicy omowili
w 2 doniesieniach Prof. dr Z. Kozar i Dr Seniuta (Wroctaw) zwracajac uwage, ze
odczyny cytoenzymatyczne w pasozycie Sg znacznie silniejsze anizeli w otaczajg-
cych widknach miesniowych i podkreslajac znaczenie zachowania sie szeregu de-
hydrogenaz i reduktaz. Dr Seniuta (Wroctaw) stwierdzita takze wzrost aktywnosci
szeregu specyficznych fosfataz. Aktywno$¢ enzyméw w surowicy krwi chorych na
wiosnice omowit w swym referacie dr Dziewit i wsp. (Chorzéw) a takze dr T. Ko-
zak (Zabrze). Doc. dr A. Ramisz i wsp. (Krakéw) omowili wptyw ,,Tiguvonu” na
aktywnos$¢ esteraz cholinowych w doswiadczalnej witosnicy oraz esteraze acetylo-
cholinowg u Fasciola hepatica. Stwierdzili oni, ze uktad nerwowy u F. hepatica
jest typu cholinoergicznego, a rozrodczo$¢ pasozytow jest w duzej mierze uwarun-
kowana aktywnos$cig tego enzymu. Proponowano przyja¢ aktywnos$¢ esterazy ace-
tylocholinowej jako wskaznik skutecznosci niektérych zwigzkéw organicznych
fosforu w zwalczaniu robakéw pasozytniczych. Badania Doc. dr M. Skorczynskiego
i wsp. (Katowice) oraz dr A. Minor i wsp. (Zabrze) dotyczyty zachowania sie sze-
regu enzymo6w w przebiegu zarazenia pasozytem Lamblia intestinalis. Na podstawie
aktywnosci enzymoéw oceniali oni wyniki postepowania leczniczego. Drugg grupe
badan stanowity doniesienia z dziedziny biochemii pasozytéw. Dr J. Kubistova
i wsp. (Praga) przedstawili interesujace wyniki dotyczace zwigzkéw fosforowych,
a zwiaszcza fosforanéw adenozyny i fosfagenoéw iu szeregu robakéw. Badania te sta-
nowig cze$¢ systematycznych badan prowadzonych przez dr Kubistovg w osrodku
praskim. Doc. dr T. Niebroj i dr Z. Wojdata (Katowice) omoéwili cytochemiczna
strukture pierwotniaka Toxoplasma gondii. Stwierdzono, ze ten niebezpieczny pa-
sozyt jest wzglednym beztlenowcem o cytoplazmie bardzo zréznicowanej pod wzgle-
dem rozmieszczenia i aktywnosci wielu enzyméw. Dr N. P. tukaszenko i wsp.
(Moskwa) przedstawili obserwacje nad cytochemiczng lokalizacjg enzymoéw u A.
multilocularis (Leuckart, 1863). Dr tukaszenko moéwit tez o.lokalizacji DNA oraz
zmianach iloSciowych glikogenu w zaleznosci od fazy rozwojowej pasozyta. Dr
Cz. Jabtonowska (Olsztyn) omoéwita wptyw stressu parazytogennego i awitaminozy
C na poziom kwasorozpuszczalnych frakcji fosforowych. Doc. dr A. Guttowa (War-
szawa) przedstawita zmiany zawartosci réznych aminokwaséw w ptynach celoma-
tycznych u Eudioptomus gracilis pod wptywem obecnosci larw Triaenophorus no-
dulosus. Autorka stwierdzita, ze zakazenie oczlikow pocigga za soba znaczny spa-
dek ilosci wolnych aminokwaséw oraz powoduje przesuniecia w ich sktadzie. Pod-
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sumowujgc obrady sekcji biochemicznej Prof. dr J. Szaflarski zwrdcit uwage nie
tylko na fakt systematycznej penetracji biochemii do réznych dyscyplin nauk S$ci-
stych, ale takze na duze znaczenie tych badan dla dalszego rozwoju parazytologii.
Ogromne zainteresowanie parazytologdw biochemia jest jeszcze jednym — wcigz
nie wszedzie docenianym — dowodem uniwersalizmu biochemii w naukach biolo-
gicznych. Opublikowanie tej krétkiej notatki w Postepach Biochemii przyczyni sie

napewno do zwrdcenia wiekszej uwagi biochemikéw na nowe mozliwosci i kierunki
dziatania.

W. Kucharczyk
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str. 680.
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